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Resumo 
Victorino Igor, R. S. Encapsulamento em Lipossomas de Proteínas Individuais e em Misturas Simulando 
Extratos Alergênicos. Tese (Mestrado) 
Faculdade de Engenharia Química, Universidade Estadual de Campinas, 2000 
Os lipossomas têm sido utilizados como imunoadjuvantes antigênicos, em estudos 
que enfatizam a sua atuação no sistema imunológico. Extratos peptídicos ou protéicos de 
várias fontes foram encapsulados em lipossomas ou associados à sua superficie, e aplicados 
em imunoterapias e vacinas. Apesar disso, poucos são os estudos voltados para a 
performance do processo de preparação desses lipossomas, eficiência da associação 
proteína/lipídio e estabilidade das vesículas. 
Este trabalho trata da avaliação do encapsulamento das proteínas: Albumina de Soro 
Bovino (BSA), Mioglobina (Mio) e Citocromo C (Cit C), simulando extratos alergênicos 
provenientes de fungos e ácaros, no que se refere à faixa de peso molecular das suas 
proteínas. Os lipossomas foram preparados com os lipídios L-a-distearoilfosfatidilcolina 
(DSPC) e Colesterol (Col) na razão molar 70:30 respectivamente. As proteínas foram 
encapsuladas individualmente e em forma de misturas de composições molares 
BSA:Mio:Cit C de 20:40:40, 40:20:40 e 40:40:20, respectivamente. Além disso, a mistura 
de proteínas de composição 40:20:40 (BSA:Mio:Cit C) foi também associada 
covalentemente à superficie das vesículas. Os lipossomas foram caracterizados pelo teor de 
fósforo e diâmetro médio. O desempenho do encapsulamento foi analisado através dos 
perfis e eficiências de encapsulamento das proteínas individuais e em misturas, além da 
estabilidade das vesículas em tensoativo penta etileno glicol mono-n-dodecil éter (C12Es), e 
de plasma humano. Para as misturas, analisou-se a exclusão de proteínas durante o 
encapsulamento e a associação à superficie dos lipossomas. 
Os resultados indicam que a eficiência de encapsulamento depende mais das 
interações proteína:lipídio que do tamanho das proteínas. As eficiências de encapsulamento 
variaram entre 0,03% e 3,55% para as proteínas individuais e entre 1,04% e 3,94% para as 
misturas. Não houve alteração na estabilidade dos lipossomas em C12Es com a presença das 
proteínas. Em plasma, essas vesículas permaneceram estáveis por aproximadamente 20 
horas. Na associação à superficie dos lipossomas, predominou a presença de BSA em 
relação às outras proteínas. 
Palavras-chave: lipossomas, encapsulamento, imunoadjuvantes, extratos alergênicos, proteínas e peptidios 
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Abstract 
Victorino Igor, R. S. Encapsulamento em Lipossomas de Proteínas Individuais e em Misturas Simulando 
Extratos Alergênicos. Tese (Mestrado) 
Faculdade de Engenharia Química, Universidade Estadual de Campinas, 2000 
Liposomes has been studied as antigenic immunoadjuvants with emphasis on their 
performance in the imunological system. Peptides or proteins of various sources were 
encapsulated in liposomes or associated to their surface, and applied in immunotherapy and 
vaccines. In spite ofthis, there are few studies about the performance ofpreparation process 
ofthese liposomes, efficacy ofthe association proteinllipid and the stability ofvesicles. 
This work concems with the evaluation o f the encapsulation o f the proteins Bovine 
Serum Albumin (BSA), Myoglobin (Myo) and Cythochrome C (Cyt C), simulating allergen 
extracts from molds and mites, related to the range o f molecular weight of their proteins. 
Liposomes were prepared with lipid L-a-disteraoylphosphatidylcholine (DSPC) and 
Cholesterol (Chol) at molar ratio 70:30 respectively. The proteins were encapsulated 
individualy and in mixtures with molar composition BSA:Myo:Cyt C of20:40:40, 40:20:40 
and 40:40:20 respectively. Furthermore, the mixture 40:20:40 (BSA:Myo:Cyt C) was also 
covalently associated to the surface of vesicles. Liposomes were characterized by their 
phosphate contents and mean diameter. The performance of the protein encapsulation was 
evaluated through the pro files and efficiency o f the encapsulation and throught the stability 
of vesicles in the presence o f the surfactant penta ethylene glycol mono-n-dodecyl ether 
(C12E5) and human plasma. For the mixtures, the exclusion o f proteins during entrapment 
or association to the liposome surface was also evaluated. 
The experimental results indicate that the efficacy of encapsulation is more 
dependent o f the interactions proteinllipid than the size o f the proteins. The efficiencies o f 
encapsulation changed between 0.03% and 3,55% for individual proteins and were between 
1,04% and 3,94% for the mixtures. The presence ofproteins does not altered the stability of 
liposomes in C12Es . In human plasma the vesicles remained with stability about 20 hours. 
For the mixtures, the presence ofthe BSA protein predominated in the vesicles. 
Key-words: liposomes, encapsulation, immunoadjuvants, allergenic extracts, proteins and peptides 
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1.0) Introdução 
Lipossomas são vesículas lipídicas que atuam como veículos de liberação 
controlada de medicamentos, drogas, vitaminas, proteínas e peptídios. 
Foram primeiramente descritos por Alec Banghan, em seu laboratório, na Inglaterra. 
Inicialmente a intenção era o conhecimento das propriedades fisico-químicas e fisiológicas 
das membranas celulares. Através de uma dispersão de fosfolipídios em água, agitada 
manualmente, foi observada a formação de vesículas multilamelares onde cada lamela era 
constituída por uma bicamada de fosfolipídios estabilizadas por interações anfifilicas. A 
semelhança desse sistema com as membranas biológicas não só trouxe um excelente 
modelo para estudos das suas propriedades fisico-químicas, como uma excelente 
perspectiva para aplicações na área médica. O desenvolvimento bem sucedido dos 
lipossomas em aplicações imunoterápicas, depende das formulações e da associação dos 
agentes ativos às vesículas. A seleção e composição dos fosfolipídios, o tamanho das 
vesículas, o método de incorporação dos agentes a serem encapsulados e as características 
finais do sistema são elementos fundamentais no desempenho dos lipossomas como 
imunoadjuvantes. 
Os lipossomas possuem grande flexibilidade para o encapsulamento de moléculas 
hidrofilicas, hidrofóbicas ou anfifilicas e habilidade de atingir células específicas ou órgãos 
quando administrados "in vivo". As suas desvantagens estão associadas à estabilidade e 
capacidade de encapsulamento das moléculas de interesse. Em termos de processo de 
produção, as principais dificuldades são a estabilidade das vesículas, esterilidade e aumento 
de escala das preparações. 
Vários estudos foram feitos com lipossomas encapsulando peptídios e proteínas, 
cuja ênfase foi dada aos efeitos imunológicos dos antígenos encapsulados. Muitas desses 
peptídios e proteínas eram característicos de vários tipos de bactérias, vírus e/ou extratos 
alergênicos provenientes de várias fontes. Atualmente os processos alérgicos 
desencadeados por diferentes agentes (fungos, ácaros, etc.), constituem um problema de 
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saúde pública e várias pesquisas vêm sendo realizadas no sentido do entendimento dos seus 
mecanismos para aprimoramento de terapias e controle de sua incidência. 
Neste trabalho foi feito um estudo do processo de encapsulamento de proteínas-
modelo simulando extratos alergênicos em lipossomas unilamelares e multilamelares 
enfocando a eficiência de encapsulamento, estabilidade das vesículas e exclusão de 
proteínas no caso das misturas. As proteínas Albumina de Soro Bovino (BSA), Mioglobina 
(Mio) e Citocromo C (Cit C) foram usadas individualmente e em misturas nas razões 
molares (20:40:40, 40:20:40 e 40:40:20) de BSA:Mio:Cit C respectivamente. As misturas 
de proteínas também foram associadas à superficie das vesículas, por ligação covalente, e 
avaliada a sua exclusão durante o processo. 
Os resultados experimentais apresentados e discutidos nos capítulos subseqüentes, 
descrevem o desempenho da associação de proteínas a lipossomas visando aplicações 
imunológicas. 
1.1) Objetivos 
Este trabalho tem como objetivo geral a avaliação da associação de proteínas-
modelo a lipossomas visando aplicações imunoterápicas. Para atingir esse objetivo, o 
trabalho envolveu as seguintes etapas experimentais: 
• Caracterização das proteínas quanto ao grau de hidrofilicidade. 
• Determinação de metodologia adequada para a separação das proteínas não 
encapsuladas. 
• Determinação dos perfis de encapsulamento em lipossomas das proteínas 
individuais e em misturas. 
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• Determinação dos perfis de solubilização de lipossomas em presença de tensoativo 
não iônico C12Es e em plasma humano. 
• Associação covalente de mistura de proteínas à superficie de lipossomas 
multilamelares. 
• Avaliação da exclusão de proteínas nos processos de encapsulamento e de 
associação a lipossomas. 
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2.0) Revisão Bibliográfica 
2.1) Estrutura, Composição e Função dos Lipossomas 
4 
Lipossomas ou vesículas lipídicas (fosfolipídicas) são estruturas ocas, constituídas 
de um volume aquoso central circundado por uma ou várias bicamadas lipídicas 
concêntricas formando partículas com diâmetros da ordem de nanômetros a dezenas de 
micra (Papahadjoupoulos, 1978; Gregoriadís e Allison, 1980; Crommelín e Schereier, 
1994; Lasic, 1993,1998). 
As moléculas de fosfolipídios são constituídas por uma região polar ou cabeça 
hidrofilica, a qual contém o grupo fosfato, ligada através de uma ponte de glicerol à uma 
parte apoiar ou cauda hidrofóbica formada por uma ou duas cadeias de ácidos graxos. 
Devido ao seu caráter anfifílico, quando os fosfolipídios são colocados em um meio apoiar 
ou polar, as moléculas tendem a organizarem-se de forma ordenada para que a intensidade 
das forças de interações iônicas, estéticas, de Van der Waals e de hidratação sejam mínimas 
(Lasic, 1993; Crommelin e Schereier, 1994). 
Em meio aquoso, os fosfolipídios organizam-se na forma de bicamadas, expondo as 
suas cabeças hidrofilicas e escondendo as caudas hidrofóbicas, formando estruturas planas 
que para atingirem estabilidade termodinâmica curvam-se e fecham-se sobre si mesmas 
formando vesículas esféricas designadas como lipossomas. Nesse processo de formação, 
os lipossomas encapsulam parte do meio aquoso em que se encontram dispersos. A 
bicamada formada é capaz de acomodar as moléculas hidrofóbicas encapsuladas e 
comporta-se como uma membrana semi-permeável com relação ao material encapsulado no 
núcleo aquoso das vesículas (Figura 1 ). 
Os fosfolipídios usados na preparação dos lipossomas são obtidos de fontes 
naturais, semi-sintéticos, completamente sintéticos e derivatizados (Crommelin e Schereier, 
1994). Os fosfolipídios de fontes naturais mais conhecidos são encontrados na gema do ovo 
e em grãos de soja, e apresentam-se como misturas compostas de fosfatidilcolinas (PC's), 
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Figura 2 - Estrutura da molécula de fosfolipídio composta de cabeça polar e região apoiar 
formada de cadeias de hidocarbonetos saturadas e insaturadas (a). Grupos hidrofílicos que 
constituem a cabeça polar dos fosfolipídios usados na preparação de lipossomas (b ). 
Devido à flexibilidade de composição e associação com moléculas de diferentes 
naturezas, os lipossomas possuem um vasto campo de aplicação: nas ciências básicas, 
biofísica, química, indústria de alimentos, ecologia, etc. As aplicações mais desenvolvidas 
estão nos campos da cosmética, farmacologia e medicina. 
Em aplicações imunológicas, os lipossomas funcionam como imunoadjuvantes para 
vacinas e como ativadores de macrófagos no sistema imunológico. A partir de 1974, as 
pesquisas têm mostrado que os lipossomas são excelentes adjuvantes capazes estimular 
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grãos de soja, e apresentam-se como misturas compostas de fosfatidilcolinas (PC's), 
fosfatidiletanolaminas (PE's), fosfatidilinositol (PI) e esfingomielina (SPM) com diferentes 
comprimentos e graus de insaturação das suas cadeias acilas (Figura 2). Esses fosfolipídios 
podem ser modificados através de reações de hidrogenação e que influenciam na rigidez, 
permeabilidade e propriedades biológicas dos seus lipossomas. 
Figura 1 - Estrutura dos lipossomas com as moléculas de fosfolipídios agregadas 
formando a bicamada lipídica e o núcleo central aquoso das vesículas. Nessa estrutura as 
moléculas hidrofilicas encapsuladas localizam-se no núcleo aquoso (cor amarela) ou estão 
associadas às cabeças polares dos fosfolipídios na face interna ou externa da bicamada (cor 
púrpura). Moléculas hidrofóbicas localizam-se na bicamada lipídica (cor azul), e as 
moléculas com características anfifílicas situam-se entre as partes hidrofilica e hidrofóbica 
da estrutura (cor verde). (Adaptada de Lasic, 1993). 
Fosfolipídios semi-sintéticos são derivados daqueles provenientes de fontes naturais 
e os completamente sintéticos são obtidos através de várias sínteses químicas, com cadeias 
acilas saturadas ou insaturadas e grupos polares selecionados de acordo com a aplicação. 
Os fosfolipídios naturais ou sintéticos podem ainda ser derivatizados com polímeros 
produzindo vesículas estericamente estabilizadas e adequadas para aplicações "in vivo". 
(Lasic, 1988, 1993, Crommelin e Schereier, 1994). 
7 
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potentes respostas imunes quando utilizados como suporte de muitos antígenos de interesse 
(Gregoriadis, 1990). 
Lasic, 1993, em suas revisões, apontou as seguintes vantagens dos lipossomas nas 
aplicações como imunoadjuvantes: são biocompatíveis, biodegradáveis, não tóxicos, inertes 
e não imunogênicos; podem incorporar antígenos de natureza hidrofilica e hidrofóbica; sua 
preparação é fácil, reprodutiva e mais rápida comparada aos outros adjuvantes; vacinas 
preparadas com lipossomas estimulam quantidades mais elevadas de anticorpos funcionais, 
além de um aumento no tempo de circulação no sistema imune. Essas propriedades fazem 
dos lipossomas um dos mais importantes adjuvantes e/ou componentes de liberação de 
drogas. No entanto a atuação dos lipossomas no sistema imunológico ainda foi pouco 
estudada, de modo que os resultados ainda são muito escassos para serem generalizados. 
Nas várias aplicações, a forma de preparação dos lipossomas, o tamanho, a 
estrutura, o tipo de fosfolipídio, o agente a ser encapsulado, influenciam na permeabilidade, 
estabilidade da membrana e na eficiência da aplicação a que se destinam. 
2.2) Classificação dos Lipossomas 
A classificação dos lipossomas ainda não é totalmente definida havendo 
controvérsias na literatura. Uma classificação relativamente bem aceita é a feita por 
Barenholz e Crommelin, 1994, baseada no tamanho, número de lamelas e morfologia das 
vesículas. De acordo com essa classificação as vesículas podem ser multilamelares 
(MLV's), oligolamelares (OLV's), multivesiculares (MVV's), unilamelares gigantes 
(GUV's), grandes (LUV's) e pequenas (SUV's). As vesículas multilamelares são 
compostas de várias bicamadas lipídicas (fosfolipídicas) dispostas na forma de lamelas 
concêntricas. As oligolamelares possuem menos lamelas, são maiores e bem uniformes, e 
as multivesiculares são compostas de vesículas grandes contidas no seu interior com 
tamanhos menores e variados. As vesículas unilamelares são formadas por somente uma 
bicamada fosfolipídica (lamela), e de acordo com o seu tamanho podem ser classificadas 
como gigantes, grandes ou pequenas. (Lasic, 1993; Barenholz e Crommelin, 1994; 
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Crommelin e Shereier, 1994). A Figura 3 apresenta as características morfológicas de cada 
classe de vesículas. 
o 
suv 
LUV 
MLV 
MVV OLV 
Figura 3 - Classificação dos lipossomas quanto à morfologia, tamanho e número de 
Iam elas. SUV-Vesícula Unilamelar Pequena, LUV-Vesícula Unilamelar Grande, ML V-
Vesícula Multilamelar, MVV-Vesícula Multi vesicular, OL V -Vesícula Oligolamelar 
(Adaptada de Crommelin e Schreier, 1994). 
A Tabela 1 mostra a forma características dos vários tipos de lipossomas e suas dimensões. 
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Tabela 1 - Faixas de diâmetros das vesículas pertencentes aos vários tipos de lipossomas. 
(Adaptada de Barenholz e Crommelin,1994). 
Tipo de Lipossoma Diâmetro da Vesícula 
Vesícula Multilamelar (ML V) > 0,5 J.Lil1 
Vesícula Oligolamelar (OLV) 0,1 a 1 j.lm 
Vesícula Unilamelar Pequena (SUV) 20 a lOOnm 
Vesícula Unilamelar Grande (LUV) > lOOnm 
Vesícula Unilamelar Gigante (GUV) > 1 j.lm 
Vesícula Multivesicular (MVV) > 1 j.lm 
2.3) Influência do Método de Preparação no Tipo de Lipossoma 
A morfologia, tamanho e número de lamelas dos lipossomas é fortemente 
dependente da metodologia de preparação. De uma maneira geral os lipossomas podem ser 
preparados através de duas etapas básicas: hidratação e homogeneização de tamanhos das 
vesículas. Após o processo de encapsulamento de compostos, inclui-se a etapa de remoção 
destes que não foram encapsulados. Essas etapas estão presentes em quase todas as 
metodologias de preparação dos lipossomas descritas na literatura, porém a maneira como 
são realizadas influenciam drasticamente nas características finais das vesículas (Barenholz 
e Crommelin 1994; Crommelin e Schreier, 1994). 
A Tabela 2 relaciona os métodos usados em cada etapa com o tipo de vesícula 
produzida. 
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Tabela 2 - Métodos de preparação de lipossomas e os diferentes tipos de vesículas obtidos. 
(SUV) - vesícula unilamelar pequena; (LUV) - vesícula unilamelar grande; (ML V) -
vesícula multilamelar; (OL V) - vesícula oligolamelar. (Adaptada de Crommelin e 
Schreier,1994). 
Método Tipo de Vesícula 
Produzida 
Etapa de Hidratação 
1. Métodos Mecânicos 
1 a. Agitação manual ou vórtice MLV 
1b. Microfluidização suv 
1 c. Borbulhamento de gás inerte MLV,LUV 
1d. Homogeneização com alto cisalhamento suv 
2. Métodos por Substituição de Solventes 
2a. Remoção de solventes orgânicos antes da hidratação MLV, OLV, SUV 
2b. Evaporação da fase reversa LUV,OLV,MLV 
2c. Uso de solventes imiscíveis em água MLV, OLV, LUV 
2d. Uso de solventes miscíveis em água MLV, OLV, SUV 
3. Métodos por Remoção de Detergente 
3a. Cromatografia de filtração em gel suv 
3b. Diálise lenta LUV, OLV, SUV 
3c. Diálise rápida LUV,OLV 
3d. Técnicas mistas LUV, OLV, SUV 
4. Métodos por Modificação de Tamanho e Fusão 
4a. Fusão espontânea de VUP na fase gel LUV 
4b. Congelamento I Descongelamento MLV 
4c. Liofilização MLV 
4d. Desidratação I Reidratação seguida ou não de ajuste de SUV,LUV 
diâmetro 
4e. Fusão induzida pelo íon Ca2+ LUV,OLV,MLV 
4f. Crescimento de lipossomas induzido por detergente LUV,OLV 
5. Métodos baseados em ajuste de pH SUV,LUV 
Etapa de Redução de Tamanho 
1. Extrusão a alta pressão OLV, SUV, LUV 
2. Extrusão a baixa pressão SUV,LUV 
3. Tratamento ultra-sônico suv 
Etapa de Remoção do Material não Encapsulado 
1. Diálise 
2. Ultracentrifugação 
3. Cromatografia de Permeação em gel 
4. Resinas de Troca Iônica 
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" 2.4) Influência das Propriedades dos Lipídios na Estrutura de seus Agregados 
A estrutura dos agregados de fosfolipídios depende das propriedades das suas 
moléculas constituintes, tais como: dimensões relativas entre as porções hidrofilica e 
hidrofóbica e temperatura de transição de fases (Israelachivili e col, 1980; Lasic, 1988, 
1993; Crommelin e Schereier, 1994). 
Israelachvili e col., em 1980, propôs que a morfologia das estruturas formadas por 
moléculas de lipídios (fosfolipídios) e outros compostos anfifilicos em soluções aquosas 
pode ser predita através das suas propriedades geométricas de empacotamento. Essas 
propriedades são relacionadas com as dimensões relativas das porções hidrofilicas e 
hidrofóbicas das moléculas e podem ser representadas pelo parâmetro de empacotamento P, 
definido de acordo com a equação 1. 
P= V 
Ao *fc 
(1) 
Onde V é o volume da região hidrofóbica, Ao é a área superficial ótima (definida 
como área ocupada pela porção hidrofilica quando a energia de integração entre lipídios é 
mínima) e lc é o comprimento crítico da cadeia hidrofóbica (comprimento efetivo que as 
cadeias podem assumir quando totalmente distendidas). 
Para P menor que 1/3, a estrutura formada é a de micela esférica, e as moléculas 
podem ser geometricamente representadas por um cone. Para P aproximadamente igual a 1, 
as moléculas com uma ou duas cadeias apoiares, são representadas por lamelas cilíndricas e 
em forma de cone e tronco de cone com estrutura lamelar planas, com P entre Yz e 1 podem 
formar lipossomas, enquanto para P maior que 1 formam micelas invertidas. Outros fatores 
que podem afetar as estruturas formadas pelas moléculas são: o tamanho da parte 
hidrofilica, presença de ramificações e insaturações da parte hidrofóbica, força iônica do 
meio aquoso e temperatura. A agregação dos fosfolipídios na fase lamelar constitui a 
forma de organização preferencial dos lipossomas para aplicações envolvendo o 
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encapsulamento e liberação controlada de drogas. A Figura 4 mostra a relação entre a 
forma geométrica das moléculas de lipídios (fosfolipídios), seus respectivos parâmetros de 
empacotamento a forma de organização e as fases dos agregados. 
Fonna 
!\/ 
P<l/3 
~ô 
P~l 
Rü 
P>l 
!R \lu 
P-1 
Organização Fase 
Micelas 
Isotrópico 
hexagonal I 
Lamelar 
(Cúbico) 
Micelas reversas 
hexagonal n 
Lamelar 
Figura 4- Forma de agregação das moléculas de lipídios (fosfolipídios) de acordo com o 
parâmetro geométrico P. Este parâmetro depende do tipo de lipídio, das misturas dos 
mesmos, dos grupos funcionais pertencentes às cabeças polares e também das cadeias de 
acilas. 
Além das dimensões relativas entre as partes polares e apoiares das moléculas, a 
agregação dos fosfolipídios é influenciada pela presença de ramificações e insaturações na 
parte hidrofóbica das suas moléculas, pela força iônica do meio aquoso e temperatura de 
transição de fases. Quando os agregados estão na forma lamelar, a temperatura de transição 
de fases dos fosfolipídios determina o estado das suas cadeias de hidrocarbonetos na 
bicamada fosfolipídica. Esses estados também chamados de fases são designados como 
cristal líquido-fluido e gel-sólido. O primeiro caso ocorre quando as bicamadas são 
formadas acima da temperatura de transição de fases dos fosfolipídios, e é caracterizado por 
uma maior movimentação das cadeias acila no agregado (as cadeias ficam mais soltas, 
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maleáveis), resultando em bicamadas mais fluidas e com maior permeabilidade. No estado 
gel-sólido, abaixo da temperatura de transição de fases, as cadeias acila têm o seu 
movimento restrito (ficam mais compactas) e as bicamadas resultantes são mais rígidas e 
possuem menor permeabilidade. A. transição de fases dos fosfolipídios se dá de forma bem 
definida e à temperatura constante. A adição de colesterol aos fosfolipídios faz com que a 
transição de fases ocorra de forma mais suave, podendo até ser eliminada em concentrações 
mais elevadas desse esteróide. A Figura 5 apresenta esquematicamente o estado das cadeias 
acila nas bicamadas fosfolipídicas preparadas acima e abaixo da temperatura de transição 
de fases dos seus fosfolipídios. 
Cristal Uquido - Ruido T>Tc 
Estado Gel - Sólido T<Tc 
Figura 5 - Influência da temperatura de preparação das bicamadas lipídicas no estado de 
agregação das cadeias acila. Acima da temperatura de transição de fases, Te, as cadeias 
acila são mais livres para movimentarem-se caracterizando o estado cristal líquido-fluido. 
Abaixo da temperatura de transição de fases as cadeias acila possuem movimentos 
limitados que caracterizam o estado gel-sólido. 
Na formação dos lipossomas a partir de agregados fosfolipídicos, quatro tipos de 
forças de interação estão envolvidas: forças eletrostáticas, de V an der W aals, forças 
relacionadas à hidratação e estéricas. As forças eletrostáticas estão presentes principalmente 
em lipossomas formados por fosfolipídios com cabeças polares carregadas, podendo agir 
desestabilizando a bicamada fosfolipídica através da repulsão entre as cabeças polares, ou 
evitando a aproximação de outros lipossomas com conseqüente fusão e agregação. O pH, a 
constante dielétrica e a força iônica do meio são de extrema importância na intensidade das 
forças eletrostáticas. 
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As forças de V an der Waals atuam na parte hidrofóbica ou apoiar dos fosfolipídios e 
concorrem para a estabilização da bicamada fosfolipídica e formação das vesículas. Forças 
de hidratação estão presentes na solubilização dos agregados lipídicos. As forças estéricas 
são de repulsão e ocorrem com maior intensidade em lipossomas formados por 
fosfolipídios com cabeças polares grandes, geralmente formadas por glicolipídios ou 
derivatizadas com polímeros como o polietilenoglicol. 
2.5) Preparação dos Lipossomas pelo Método de Hidratação do Filme Seco de Lipídios 
O método da hidratação do filme seco de lipídios consiste na deposição de finos 
filmes de lipídios (fosfolipídios), formados a partir da evaporação de solvente orgânico nas 
paredes de um recipiente de fundo redondo, seguida de agitação com excesso de solução 
aquosa à temperatura acima da transição de fases dos lipídios. 
Os lipossomas formados por esse processo são do tipo multilamelar (MLV's), com 
uma larga faixa de distribuição de tamanhos. Embora a hidratação do filme seco de lipídios 
seja amplamente usada na preparação de lipossomas, o mecanismo da formação das ML V' s 
ainda não é bem explicado. Na hidratação, as bicamadas deslizam umas em relação às 
outras, para a máxima exposição das cabeças polares dos lipídios à água. Durante essa 
transformação, as bicamadas se estabilizam à uma distância resultante do equilíbrio entre as 
forças repulsivas de hidratação, estéricas, eletrostáticas e atrativas de V an der W aals. Sob 
agitação, as bicamadas se desprendem, selando as suas extremidades, dando origem aos 
MLV's conforme mostra a Figura 6. Esta metodologia é bastante utilizada na preparação 
dos lipossomas (New, 1990; Lasic, 1993; Crommelin e Schereier, 1994). 
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Figura 6 - Formação dos lipossomas multilamelares pela hidratação do filme seco de 
lipídios. As linhas indicam as bicamadas de fosfolipídios (Adaptado de Lasic, 1993). 
2.6) Métodos de Caracterização dos Lipossomas 
Os lipossomas possuem grandes variações em suas propriedades fisicas e químicas, 
principalmente relacionadas ao tamanho, distribuição de tamanhos, lamelaridade, 
permeabilidade, estabilidade, eficiência de encapsulamento e grau de degradação (Lasic, 
1993; Crommelin e Schereier, 1994). 
Os métodos de caracterização dos lipossomas podem ser agrupados nas seguintes 
categorias: microscopia, espectroscopia, difração e espalhamento de luz, termodinâmica, 
hidrodinâmica, mecânica e química. Outros métodos de natureza biológica, como testes "in 
vitro" e "in vivo" são realizados com objetivo de determinar a reatividade, a estabilidade e 
efeitos da liberação do material encapsulado. 
Em geral os lipossomas podem ser caracterizados quanto ao tamanho, 
homogeneidade e lamelaridade através da microscopia eletrônica. Dentre as várias técnicas, 
a microscopia eletrônica de transmissão é a que conduz a melhores resultados por manter as 
características morfológicas das vesículas. 
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As técnicas espectroscópicas estimam o tamanho, estrutura e concentração dos 
lipossomas através da turbidez das soluções. Nessa categoria, além da espectroscopia ultra 
violeta- visível, inclui-se a Raman e infravermelho, ressonância magnética nuclear (NMR) 
e ressonância paramagnética de elétrons (EPR), e o espalhamento quase elástico de luz 
(QLS), amplamente utilizado para a determinação do raio hidrodinâmico e distribuição dos 
tamanhos das vesículas através do seu coeficiente de difusão. 
Os métodos termodinâmicos tais como a calorimetria, dilatometria e eletroquímicos 
são utilizados no estudo de transição de fases e estabilidade dos lipossomas através de seus 
calores de dissolução ou propriedades da superficie utilizando valores medidos do calor de 
adsorção. 
2. 7) Tipos e Indução de Resposta Imunológica 
A resposta imune é composta por uma complexa seqüência de eventos, sendo 
desencadeada pela indução de um estímulo (imunógeno ou antígeno) e, geralmente, 
culmina na eliminação do agente provocador. O agente indutor poderá ser um 
microorganismo patogênico, um aloenxerto, uma proteína, ou uma substância inócua do 
meio ambiente. Três tipos de células são determinantes no processo de resposta imune: 
macrófagos, linfócitos T (células T) e linfócitos B (células B). As respostas imune podem 
ser classificadas como em resposta imune inata e a adaptativa, que se diferenciam pela 
especificidade e a memória imunológica que são propriedades da imunidade adquirida. 
A resposta imune inata, também chamada de imunidade natural, presente desde o 
nascimento, inclui numerosos elementos não específicos como barreiras fisicas (pele, 
mucosa) que forma a primeira barreira de defesa contra agentes estranhos. No caso 
específico de uma bactéria ter invadido o organismo, há o encontro de outros elementos do 
sistema imune inato a enzima chamada de lisozima largamente distribuída nas secreções, 
atuando nas paredes celulares das bactérias promovendo sua lise. Diferentemente das 
bactérias, contra vírus a resposta imune inata é implementada por células NK (matadoras 
naturais) e por interferons. Outro fator que também é ativado por uma variedade de 
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bactérias é na alternativa do complemento e com esses, eliminam também as bactérias por 
lise ou facilitação de fagocitose. Estas células são linfócitos capazes de se ligar aos vírus ou 
às células tumorais através de mecanismos ainda pouco entendidos. Elas se distinguem dos 
linfócitos T citotóxicos pelos antígenos existentes na sua membrana e por não exibirem 
memória imunológica. A ação dos interferons produzidos pelos linfócitos e células 
infectadas por vírus, elevam a resistência de células normais contra infecções virais e por 
isso constituem mecanismos importantes na defesa anti-vírus. 
A resposta imune adaptativa ocorre quando o sistema imune inato não elimina os 
antígenos invasores. Na ontogenia de resposta imune, este tipo, é o mais recente na 
evolução biológica distingüindo-se pela especificidade e por sua memória, sendo restrita, 
mais rápida e mais intensa. Neste tipo de resposta o organismo promove séries de eventos 
que conduzem à ativação de linfócitos e a produção de anticorpos, os quais são altamente 
específicos para os imunógenos. 
As principais células deste tipo de resposta são as células apresentadoras de 
antígeno (APC's), os linfócitos derivados do timo (células T) e linfócitos derivados da 
medula óssea (células B). 
O processamento do antígeno e sua apresentação ao sistema imunológico ocorre por 
meio de uma seqüência complexa de eventos os quais ativam ou induzem a produção de 
várias substâncias moduladoras que contribuem com a regulação (amplificação ou 
supressão) da resposta imune. 
Os linfócitos T considerados as principais células organizadoras e reguladoras da 
resposta imune, reconhecem os imunógenos apenas juntos com o complexo de 
histocompatibilidade (CPH) sobre a superficie das outras células. Com isso, o primeiro 
passo da resposta imune após a entrada do imunógeno é a apresentação pelos APC's em 
associação com as moléculas de classe II do CPH a uma subpopulação das células T 
denominadas células T auxiliares (Th). 
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Embora todas as células somáticas expressem as proteínas de classe I do CPH, 
relativamente poucos tipos de células expressam proteína da classe II. Macrófagos, células 
dendríticas nos tecidos linfóides, células de Langerhans na pele, células de Kupffer no 
figado, e células microgliais no tecido do sistema nervoso central, são muito similares 
entre si e podem ter um precursor comum. As células B são produtoras e precursoras das 
células secretoras de anticorpos, também expressas como moléculas de classe II. As células 
apresentadoras de antígenos (APC's) realizam a fagocitose ou pinocitose dos imunógenos, 
os quais são modificados nos vacúolos endocíticos, no citoplasma. Os passos do 
processamento dos antígenos podem variar desde desnaturações até as proteólises. No caso 
das proteólises, fragmentos dos imunógenos ( epítopes - grupos específicos) se ligam de 
forma covalentemente com as CMH II e o complexo é transportado para a superficie da 
célula, onde fica acessível às células T. Somente um número limitado de fragmentos 
peptídicos de antígenos protéicos são capazes de associação com as moléculas de classe II 
para formar o complexo imunogênico. Peptídeos semelhantes são chamados de epítopes 
imunogênicos. Acredita-se que todos epítopes imunogênicos ficam ao redor de um sítio 
individual de ligação na molécula de classe II. Embora não usual, as células B, podem, 
também apresentar antígenos às células T. As células B não somente expressam proteínas 
de classe II, mas também possuem um eficiente mecanismo de captura para antígenos 
específicos através de receptores de antígenos formados por imunoglobulinas específicas. 
As células B sozinhas são fracas ativadoras de células T virgens ou em repouso porque 
essas células T requerem fatores de ativação auxiliares, que as células B não fornecem. 
Mínimas quantidades de imunógenos processadas pelas células B são necessários para 
ativação das células T de memória. Os macrófagos provavelmente tenham uma possível 
predominância como APC na resposta imune inicial, ou primária enquanto que as células B 
devem predominar na resposta de memória, ou secundária. (Allison e Gregoriadis, 1974; 
Dal Monte e Szoka, 1989; Gregoriadis, 1990; Stites e Terr, 1991; Buiting e col., 1992). 
De acordo com as revisões de Dal Monte e Szoka, 1989; Sue Van Rooijen, 1989; e 
Van Rooijen, 1989; Szoka, 1992, os mecanismos de interação dos antígenos livres ou 
acoplados a carreadores com o sistema imune ainda não é bem entendido, mas acredita-se 
que eles podem interagir com as células apresentadoras de antígenos (APC's), como os 
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macrófagos, células B e células dendríticas. Vários experimentos "in vitro" e "in vivo" 
confirmam que os macrófagos são as células mais importantes no processamento dos 
antígenos. Na Figura 7 verifica-se o esquema de indução das respostas imunes. 
llllol6cula tia 
CI-IIHCPH 
............. 
------------, ( Camblllo 3 ) 
'-~/ 
......, :;doam 
Figura 7 - Esquema de indução das respostas imunológicas. Os imunógenos e os antígenos 
neste caso, podem ser os lipossomas encapsulando alguma proteína ou droga (Adaptada de 
Stites e Terr, 1991). 
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2.8) Lipossomas como Imunoadjuvantes. 
Em 197 4, Allison e Gregoriadis mostraram que a imunogenicidade de proteínas era 
aumentada quando associada a lipossomas. Eles verificaram que comparando os lipossomas 
com adjuvantes de Freud e emulsões de água em óleo as respostas imunes obtidas tinham 
maior intensidade além de menor toxicidade. Outra observação desses pesquisadores é que 
doses iguais de formulações com antígenos encapsulados promoviam maior formação de 
anticorpos comparadas àquelas com antígenos administrados na forma livre. O estudo da 
influência das cargas superficiais dos lipossomas na indução da resposta imune, foi 
realizado com o antígeno tétano toxóide que foi encapsulado em lipossomas com carga 
negativa induzindo maior produção de anticorpos quando comparado ao antígeno 
administrado livremente. Quando os mesmos antígenos foram incorporados em lipossomas 
com carga positiva a produção de anticorpos foi muito pequena em relação aos antígenos 
livres. 
Em relação aos processos alérgicos provenientes de fungos, Mehta e col., 1984 
pesquisaram sobre o assunto através de estudos "in vitro" fazendo comparações com a 
droga anfotericina B não encapsulada (administrada livremente) e encapsulada em 
lipossomas MLV's formados por DSPC e DMPG, na razão molar 7:3. A droga encapsulada 
não produziu toxicidade, como observada com a droga livre. A estimulação de anticorpos 
em experimentos "in vivo" tanto para droga encapsulada ou livremente administrada foram 
inibidas. Os resultados sugestionaram que a droga encapsulada em lipossomas reduz os 
efeitos imunosupressivos que ocorrem quando a droga é administrada livremente. 
Outros estudos verificaram que conjugados de lipossomas grandes exigiam a 
participação dos macrófagos na indução das respostas imunes, podendo induzir respostas 
variadas, o que não ocorria com lipossomas pequenos, os quais em muitos casos eram 
processados diretamente pelas células B (Francis e col., 1985). 
A incorporação espontânea de proteínas e peptídeos em bicamadas pré-formadas foi 
estudado por Mahendra e Zakin, 1986. Foram observados em seus estudos que o estado de 
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organização da bicamada é um dos principais fatores que influenciam a estabilidade dos 
lipossomas, além disso observaram que a inserção e liberação dos agentes encapsulados, 
bem como a presença de substâncias tais como: ácidos graxos, lisofosfolipídios, mistura de 
diferentes fosfolipídios, colesterol e detergentes aumentavam os defeitos nas bicamadas e 
contribuíam para incorporações espontâneas. Essas imperfeições são provavelmente sítios 
de reação ou interação promovendo fusões, trocas intervesículas e movimentos entre 
bicamadas dos fosfolipídios. Nesse mesmo estudo verificou-se que defeitos locais na 
organização das bicamadas aumentavam a energia conduzindo a um aumento das taxas de 
incorporação espontânea e à fusão entre as bicamadas. O objetivo desta revisão foi a 
elaboração de uma base de restrições relacionados às incorporações espontâneas de 
proteínas na bicamada lipídica e propor condições apropriadas possibilitando a modulação 
destas restrições para atingir reconstituições espontâneas das proteínas dentro de bicamadas 
pré-formadas. 
Davis e Gregoriadis, 1987, em seus trabalhos, estudaram o efeito de várias 
formulações de lipossomas compostas por misturas equimolares de fosfolipídios (DLPC, 
DOPC, PC, DMPC, DPPC e DSPC) e colesterol nas respostas imunes quando a proteína 
toxóide do tétano era incorporada nas vesículas (encapsulada ou ligada co valentemente na 
superficie das mesmas). Nesses estudos foi considerado a razão Fosfolipídio:Proteína, as 
temperaturas de transição de fase e o método de incorporação da proteína nos lipossomas 
relacionados com a respostas imunes. A administração foi feita em cobaias (camundongos) 
pela via intramuscular com várias quantidades de antígenos, livres, encapsulados em 
vesículas MLV's produzidas por desidratação e rehidratação (DRV) ou ligada 
covalentemente com os mesmos tipos de lipossomas preparados pelo método tradicional 
(hidratação do filme seco de lipídios). Em duas administrações idênticas separadas em um 
intervalo de 4 semanas, anticorpos IgG 1 e IgG2b específicos para o antígeno toxóide foram 
estimulados e observados em soro coletado das cobaias. Os resultados sugeriram que (i) o 
efeito adjuvante dos lipossomas é consideravelmente melhor quando as razões mássicas de 
Fosfolipídio:Proteína ficavam em tomo de 2049:1, entretanto diminui quando a razão 
mássica atingia altos valores (90361: 1 ), (ii) a estimulação de anticorpos foram similares 
para lipossomas com razões mássicas (14,3- 33,0:1) com vários tipos de fosfolipídios com 
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temperaturas de transição de fases que variavam de -32°C até 47,5°C, mas são baixos ou 
inexistentes quando utilizado o fosfolipídio DSPC (Te 54°C). Esses resultados foram 
similares tanto para o antígeno encapsulado como ligado covalentemente à superficie das 
vesículas. 
Uma pesquisa desenvolvida que levava em consideração dois tipos de associação de 
antígenos aos lipossomas na indução e estimulação de respostas imunes, promovendo 
isotipos IgM e IgG primárias e secundárias em camundongos utilizando como antígeno a 
proteína albumina de soro bovino na forma livre, encapsulada em lipossomas ou ainda 
ligada covalentemente na superficie externa dos mesmos. Os resultados obtidos mostraram 
que todos os tipos de associações induziram ou estimulavam potencialmente respostas 
imunes humorais. A proteína encapsulada estimulou o isotipo IgG principalmente, com 
pouca ou nenhuma estimulação do isotipo IgM, enquanto que a proteína ligada 
covalentemente na superficie das vesículas estimulavam a produção dos isotipos IgG e IgM 
em proporções semelhantes. Os resultados sugeriram que o modo de associação dos 
antígenos aos lipossomas influenciava na estimulação dos isotipos (Shahum e Thérien, 
1988). 
Trabalhos desenvolvidos por Xiao e col., 1988, verificaram a ação imunoadjuvante 
de lipossomas encapsulando o peptídio do vírus da pólio. O peptídio foi o 3VP2 (W1) 
(CFNKDNA VTSPKREFC) encapsulados em lipossomas DRV (produzidos por 
desidratação e rehidratação) compostos por DMPC ou DSPC juntamente com colesterol em 
misturas equimolares (32 !lffiOl). Com relação a razão mássica Fosfolipídio:Peptídio o valor 
utilizado foi de 80:1. As formulações de lipossomas com os dois tipos de fosfolipídios 
foram testadas, assim como o peptídio livre em camundongos através de administração 
intramuscular. Os resultados mostraram que ambos os tipos de lipossomas com o peptídio 
associado induziam respostas imunes (anticorpos), sendo que os peptídios administrados 
livremente foram inativos. Os lipossomas formados por DSPC (DRV) forneceram respostas 
secundárias de todas as classes IgG e com mais intensidade do que aqueles formados por 
DMPC (DRV) que não estimularam respostas da subclasse IgG2a. Outros testes foram 
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feitos utilizando os fosfolipídios DSPC e DPPC (dipalmitoilfosfatidilcolina) 
alternadamente em misturas equimolares com colesterol na razão molar 80:1 de 
Fosfolipídio:Peptídio, e não se observou ação imunoadjuvante com o peptídio encapsulado, 
ao contrário do que Davis e Gregoriadis, 1987, afirmaram. 
A proteína clonada R32tet32 , contendo seqüências de um tetrapeptídio de uma 
região repetida da proteína circumporozóide do esporozóite Plasmodium falciparium foi 
encapsulada na pesquisa realizada e analisada por Richards e col., 1988, examinando a 
imunogenicidade em coelhos e macacos. Outros adjuvantes foram testados como: lipídio A 
e hidróxido de alumínio. Quando a proteína clonada livre era administrada sozinha (sem 
adjuvantes) em coelhos, foram somente observadas respostas secundárias entre 32 e 36 
semanas após a administração (vias intramuscular e intravenosa). Quando foi utilizado 
hidróxido de alumínio com o antígeno adsorvido, uma mínima resposta primária foi 
observada e depois de 2 semanas uma quantidade moderada de resposta secundária em 
termos de anticorpos foi observada, mas o nível de anticorpos diminuía em oito semanas 
após pré-imunizações. Quando essa proteína clonada foi encapsulada na presença ou não de 
lipídio A e hidróxido de alumínio observou-se forte indução de respostas tanto primária ou 
secundária em termos de anticorpos. Os autores concluíram que havia um efeito aditivo 
quando se usava lipossomas com lipídio A e hidróxido de alumínio. 
As respostas imunes humorais em camundongos foram observadas através de baixas 
doses de albumina de ovos de galinhas (1-1 00 Jlg) livre, encapsulada ou ligada 
covalentemente à superficie dos lipossomas e analisadas através de três rotas de 
administração (intravenosa, intraperitoneal e subcutânea). O efeito imunoadjuvante 
observado era dependente da localização do antígeno (ligado na superficie ou englobado 
em seu interior) e do número de imunizações. Em uma imunização individual, lipossomas 
com a proteína ligada à superficie estimularam altos níveis de anticorpos independente da 
rota de administração. Para múltiplas imunizações (intravenosa ou intraperitoneal) os níveis 
de anticorpos também foram superiores comparados com a proteína administrada 
livremente ou encapsulada, mas quando analisado depois de múltiplas imunizações 
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subcutâneas o nível de estimulação de anticorpos não aumentou em relação à proteína livre. 
Os lipossomas preparados foram multilamelares preparados com DSPC:Col na razão molar 
2:1 (15 J.tmol:7,5 J.tmol). Para ligar a proteína à superficie das vesículas utilizou-se o 
estereato de p-nitrofenil e o p-fenilenodiamina (1,1J.tmol) (Vannier e Snyder, 1988). 
Trabalhos com adjuvantes alternativos para novas vacmas e tratamentos 
imunoterápicos, incluindo a aplicação dos lipossomas incorporando peptídeos como forma 
alternativa para aumento da imunogenicidade, foram desenvolvidos por W arren e Chedid, 
1988. Os lipossomas não provocaram efeitos colaterais em comparação com os adjuvantes 
tradicionais como sais de alumina. Proteínas e peptídios recombinantes, de baixa 
imunogenicidade, produziram excelente resposta imune quando associados aos lipossomas, 
constituindo uma nova classe de imunoterápicos. 
William, e Stewart, 1989 estudaram a capacidade de encapsulamento de extratos 
alergênicos de ácaros por lipossomas multilamelares, unilamelares e vesículas de fase 
reversa (REV). Os fosfolipídios utilizados foram dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) e 
fosfatidilglicerol (PG), e o colesterol (Col). Os lipossomas MLV's foram produzidos pelo 
método da hidratação do filme seco de lipídios com razões molares de 7:1:2 
(DPPC:PG:Col). Vesículas unilamelares foram produzidas pelo método de injeção de 
etanol em solução do extrato de ácaros dissolvida em tampão fosfato (PBS) com as mesmas 
razões do caso anterior. Os lipossomas MLV's-DRV foram preparados pelo método da 
desidratação e rehidratação com as mesmas proporções dos casos anteriores onde o extrato 
de ácaros em tampão foram adicionados em frasco com borbulhamento de gás nitrogênio, 
seguido de sonicação (4 °C por 5 minutos) e remoção dos solventes orgânicos por 
evaporação a vácuo por 30 minutos. As eficiências de encapsulamento foram 36% (SUV's), 
29% (MLV's) e 14% (REV's). Vesículas multilamelares incorporaram proteínas do extrato, 
na faixa de pesos moleculares que variavam de 14 kDa a 67 kDa, e verificou-se que 
proteínas com pesos moleculares 16, 36 e 43 kDa eram excluídas quando foram 
encapsuladas em SUV's e MLV's-REV como observado pela eletroforese SDS-PAGE. 
Essa exclusão, segundo os autores, poderia ser relativa ao prolongado tempo de exposição 
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do extrato de ácaro com solventes orgânicos na preparação de REV's e SUV's. Observaram 
respostas imunes de todas as classes lgG, mas não das IgE ao se fazer teste imune em 
camundongos. 
Gregoriadis, (1990,1993) apresentou trabalhos de revisão sobre a adjuvanticidade 
de lipossomas para proteínas e peptídios incorporados. Foi observado que a superficie das 
proteínas de muitos organismos patogênicos possuem regiões que são utilizadas pelas 
células do sistema imune fornecendo respostas protetivas. Essas regiões são chamadas de 
epítopes, e podem induzir determinadas respostas específicas. As proteínas por terem várias 
seqüências peptídicas apresentam vários epítopes, podendo estimular várias respostas 
imunes ou então uma só resposta em maior intensidade. Epítopes semelhantes aos de 
bactérias, fungos e protozoários podem ser reproduzidos com proteínas e peptídeos 
recombinantes ou sintéticos em aplicações imunoterápicas. 
Therién, e col., 1991, estudaram a adjuvanticidade de lipossomas considerando a 
influência da razão Proteína:Lipídio e da dose administrada nas respostas humorais 
utilizando como antígeno a proteína albumina de soro bovino tanto encapsulada como 
ligada covalentemente na superficie das vesíçulas. Os lipossomas forampreparados com os 
seguintes fosfolipídios: dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC), dipalmitoilfosfatidil 
etanolamina (DPPE) e o esteróide colesterol, nas proporções: 63:6:31 preparados pelo 
método de hidratação do filme seco de lipídios e após preparação foi realizada a passagem 
da solução de lipossomas em membranas de policarbonato com tamanho de poro de 0,2 llm 
(SUV's). As imunizações foram realizadas em camundongos pela via intraperitoneal e os 
autores observaram a produção de imunoglobulinas totais lgG e lgM e os isotipos G 
(lgG1, IgG2a e IgG3) os quais foram caracterizados. O caráter adjuvante dos lipossomas 
foi confirmado pelo modo de associação do antígeno. Os dois tipos de formulações de 
lipossomas forneceram variações nos tipos de respostas. Os resultados sugeriram que 
antígenos ligados à superficie estimularam o sistema imune em baixas doses quando 
comparados aos antígenos encapsulados no interior das vesículas, em contra partida a 
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sensitividade em relação às razões Proteína:Lipídio estimularam a produção de 
imunoglobulinas de isotipos particulares em condições controladas. 
Extratos alergênicos de Dermatophagoides pteronyssinus, Lolium perenne, 
Phleium pratense, Parietaria judaica, Artemisia vulgaris e pêlos de gatos foram 
encapsulados em lipossomas neutros, carregados positiva e negativamente. Foi utilizado o 
DPPC (dipalmitoilfosfatidilcolina) e colesterol nas formulações e as respostas imunes 
foram testadas em camundongos (via subcutânea) e comparadas com os extratos livre ou 
outros adjuvantes como o hidróxido de alumínio. Os níveis de IgG se elevaram quando 
utilizados os três tipos de lipossomas em comparação com o extrato livre obtendo, neste 
caso, boa eficiência de encapsulamento e grande especificidade. Os níveis de IgE 
específicos aos extratos alergênicos foram maiores quando lipossomas carregados 
negativamente ou adsorvidos em hidróxido de alumínio foram utilizados em relação aos 
lipossomas neutros e carregados positivamente. Os resultados deste trabalho, em termos de 
respostas imunes, confirmaram o efeito imunoadjuvante, além da ausência de toxicidade, 
mas os autores sugeriram que outros estudos farmacocinéticos e clínicos em humanos 
devem ser feitos para confirmar a eficácia contra doenças alérgicas e o adequamento em 
imunoterapias (Audera e col., 1991). 
A influência de lipossomas sensíveis a baixos pH's na indução das respostas 
mediadas por células foi pesquisada por Reddy e col., 1991. Os resultados mostraram que 
os antígenos devem ser sintetizados endogenamente. Nesse trabalho foi feita a incorporação 
de proteína solúvel (em tampão Hepes 50 mM) como a OV A ( ovoalbumina) em lipossomas 
preparados pelo método da hidratação do filme seco de lipídios, sendo formadas vesículas 
unilamelares (SUV's). Os lipossomas sensíveis a pH's eram formados por 
dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE) e 1 ,2-dioleoil-sn-3-succinil glicerol (DOSG) (razão 
molar 1:1) e os lipossomas insensíveis a pH's eram compostos por dioleoilfosfatidilcolina 
(DOPC), fosfatidilserina (PS) e colesterol (razão molar de 5:2:3), as razões molares dos 
complexos Antígeno-Fosfolipídio foram de 40-150 J..Lg de Antígeno:mg de Fosfolipídio. Os 
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testes imunes foram realizados em cobaias (camundongos) através da via intravenosa, 
observando-se a indução de resposta celular e memória imunológica. 
Formulações de lipossomas foram estudadas com objetivo de verificar melhorias no 
prolongamento dos tempos de residência e potencial para a liberação controlada de drogas. 
Os lipossomas foram preparados pelo método da hidratação do filme seco de lipídios, 
utilizando os fosfolipídios PC (fosfatidilcolina) e NGPE (N-(polietileno glicol)-
fosfatidiletanolamina), além do colesterol e GM1 (monosialogangliosídio) sendo analisado 
os lipossomas preparados nas razões molares 10:5:1 de (PC:Col:GM1) e 2:1 de (PC:Col) e 
com diâmetros médios entre 100 e 1000 nm, os quais foram injetados intravenosamente em 
camundongos e medidos após 4 horas depois da administração, os resultados mostraram 
que vesículas grandes são facilmente eliminados do sistema imune (figado), e aqueles que 
possuem em sua formulação o GMr são retidos no baço em grande parte, mas para 
lipossomas com diâmetros menores que 300 nm houve um maior prolongamento do tempo 
de residência. Com a proteína AF (asialofetuína) incorporada às vesículas com razões 
mássicas variando de 1:27 até 1:160 de (Proteína:Fosfolipídio) foi observado um aumento 
do tempo de residência nas formulações com ou sem GM1 e com as mesmas razões molares 
do caso anterior (10:5:1 de PC:Col:GM1 ou 2:1 de PC:Col) em tomo de 15 minutos após a 
injeção, ao contrário do que ocorria com a proteína administrada livremente (detectável por 
1 minuto). Outra observação feita, foi relativo as baixas razões AF:Fosfolipídio com a 
presença de GMr que possuíam um tempo de residência maior comparados com as altas 
razões utilizadas. Com relação a ricina A que foi conjugada ao NGPE e depois incorporada 
nos lipossomas de mesmas composições com ou sem GM1 verificou-se que o tempo de 
residência foi aumentado em relação a ricina livre, acima de 1 hora depois da 
administração. De uma forma geral houve aumento desse tempo na ordem de 2-150 vezes 
para todas as formulações, além da dependência da razão Proteína:Lipídio, tamanho dos 
lipossomas e a composição. A inserção de um peptídio derivado do fator A da levedura 
Saccharomyces cerevisae também foi utilizada e observou-se o aumento do tempo de 
circulação dos lipossomas com liberação do peptídio lentamente. A adição de GMr 
incorporado na membrana dos lipossomas reduz significantemente a tomada dos 
lipossomas pelo sistema retículo endotelial prolongando o tempo de residência no sangue, 
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mas esse efeito foi limitado quando utilizados lipossomas pequenos (Maruyama e col., 
1991). 
Alving, 1991, fez uma revisão de trabalhos em que lipossomas eram utilizados 
como carreadores de antígenos protéicos e peptídicos. Esses materiais antigênicos podem 
ser ligados superficialmente aos lipossomas, encapsulados dentro do espaço aquoso interno 
ou reconstituídos dentro da bicamada lipídica. Devido à tendência natural dos lipossomas 
de interagirem com os macrófagos, eles têm sido usados como carreadores de antígenos, 
além de uma variedade de adjuvantes e mediadores como: lipídio A muramil dipeptídio e 
seus derivados, interleucina 1 e 2. Testes realizados em culturas de células estimularam a 
imunidade celular produzindo os CTL's e linfócitos auxiliares. Essas conclusões indicam 
que os lipossomas são potentes para serem aplicados em vários procedimentos de 
imunização. Outra revisão feita por Alving, 1992, relatou a influência da forma de 
acoplamento de antígenos ou haptenos na indução das respostas imunes. Os antígenos 
encapsulados no interior dos lipossomas requeriam macrófagos para iniciar a estimulação 
das respostas, porém quando localizados na superficie das vesículas, tinham seus epítopes 
mais expostos resultando em diferentes isotipos de produção de anticorpos. Quando 
antígenos altamente purificados foram utilizados, a composição lipídica mostrou-se 
também um parâmetro de indução de respostas imunes, além da estrutura (unilamelar ou 
multilamelar). Essas propriedades fisicas e a localização dos antígenos nas vesículas de 
lipossomas determinam a sua adjuvanticidade. Menor toxicidade foi observada e várias 
possibilidades de formulações preparadas com a introdução de outros imunoadjuvantes 
foram investigadas no sentido de obtenção de respostas mais intensas. Vários antígenos 
protéicos e peptídicos fornecem diversos modelos de apresentação aos APC's e de respostas 
imunes variadas, podendo ocorrer a indução de anticorpos diretamente pelos linfócitos B ou 
através dos linfócitos T que posteriormente ativam as células B, ou então a indução dos 
linfócitos T citotóxicos por outro mecanismo (imunidade celular). 
Em 1992 Fries e col., desenvolveram uma vacma contra a malária usando 
lipossomas preparados na razão molar 0,9:0,1:0,75 de Dimiristoilfosfatidil 
colina:Dimiristoilfosfatidilglicerol:Colesterol, e MPLA (lipídio A ou monofosforillipídio 
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A) encapsulando a proteína recombinante R32NS1 81 contendo epítopes característicos da 
região principal (circumporozóide) do Plasmodium falciparium. Os testes clínicos foram 
feitos com humanos, através da via intramuscular. Observou-se que anticorpos específicos 
IgG relativos a essa proteína recombinante foram produzidos em altas quantidades quando 
a proteína estava na forma incorporada (tanto no seu interior como na superficie). Não foi 
observado reatividade ou toxicidade, concluindo-se que a associação dessa proteína com 
lipossomas constituía uma excelente estratégia para imunização contra a malária, com a 
indução de anticorpos específicos. Resultados semelhantes foram obtidos por Just e col., 
1992 no desenvolvimento de uma vacina contra a hepatite A, com vírus mortos da série 
RG-5B, inativados com formaldeído, e incorporados aos lipossomas (superficialmente e 
encapsulados). Bons resultados foram obtidos, em termos de estabilidade e grande 
capacidade de indução das respostas imunes, além de baixa toxicidade. 
Lopes e Chain, 1992 pesquisaram e mostraram que antígenos solúveis livres são 
pobres ativadores de células T citotóxicas, mas quando incorporados aos lipossomas 
tomavam-se fortes estimuladores destas células (citotoxicidade específica). Nesse trabalho 
utilizou-se como antígeno protéico a proteína ovoalbumina para ser incorporada em 
lipossomas multilamelares (método de hidratação do filme seco de lipídios) (a) neutros; 
compostos por fosfatidilcolina (DSPC), lisofosfatidilcolina e colesterol na razão molar de 
6,9:0,1 :3,0, (h) carregados positivamente; preparados como em (a) com adição de 
estearilamina de razão molar de 6,9:0,1:2,0:1,0 e (c) carregados negativamente; preparados 
como em (a) com adição de dicetil fosfato de razão molar 6,9:0,1:2,0:1,0. Observou-se que 
havia grande indução de células T citotóxicas em todos os casos, servindo como 
estimuladores de citotoxicidade específica. Os ensaios de imunidade foram feitos em 
camundongos em injeções com intervalos de 3 semanas pela via intravenosa, primeiro com 
ovoalbumina livre e encapsulada aos diversos tipos de lipossomas. Nas suposições, dos 
autores, as respostas de células T citotóxicas foram mediadas por células de efeito CD8+ as 
quais reconheceram o antígeno na superficie das células "alvo" associadas com as 
moléculas MHC de classe I. Os autores concluíram que antígenos exógenos endocitados 
por células estimuladoras e processados se ligaram às moléculas de classe li, e os antígenos 
endógenos sintetizados foram processados e ligados predominantemente às moléculas de 
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classe L Isso não impediu que peptídeos pequenos fossem processados pelas duas vias. Em 
todos os casos as células T citotóxicas foram produzidas, concluiu-se que a incorporação de 
antígenos protéicos em lipossomas ajudava a estimular tais respostas. Os autores 
acreditaram que houve uma fusão dos lipossomas com as células citolíticas de classe I, 
liberando os constituintes no compartimento citoplasmático resultando na estimulação das 
respostas citolíticas de classe I. 
A incorporação de peptídios nos lipossomas foi estudada com o objetivo de obter 
compostos imunogênicos. Os lipossomas preparados foram do tipo unilamelar com grupos 
maleimida na superficie e contendo o adjuvante monofosforillipídio A. As vesículas foram 
liofilizadas e estocadas sem perda de atividade biológica e funcionalidade. Na rehidratação, 
peptídios contendo grupos de cisteína foram ligados à superficie dos lipossomas 
produzindo conjugados imunes. Esses conjugados evitaram a utilização de carreadores 
protéicos e adjuvantes de Freud para o aumento de anticorpos contra os peptídios. Os 
lipossomas foram preparados com os fosfolipídios: fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, 
fosfatidilglicerol e o colesterol (razão molar de 85:15:50) com os grupos maleimida 
colocados através do composto butirato de Succinimidil-4-(p-maleimidofenil). Os 
peptídios utilizados tiveram as seguintes seqüências: CGIRGERA correspondendo ao 
carbono terminal do hexapeptídio de histone H3 e o outro com seqüência 
SKRGPGSGF(KYC) que é um peptídio cíclico correspondendo à região 139-147 da 
seqüência hemaglutinina do vírus influenza. Devido a problemas de perda de integridade no 
resfriamento e rehidratação das soluções de lipossomas no estoque alguns crioprotetores 
foram adicionados tais como: sacarose, trealose, glicerol, entre outros. Peptídios acoplados 
na superficie com adjuvantes anfipáticos, ajudaram a diminuir esse problema, mas houve 
conversão de SUV's para MLV's e nesse caso promoveram mudanças na indução das 
respostas imunológicas as quais foram melhores em lipossomas unilamelares. Neste caso o 
sorbitol foi usado como crioprotetor o qual protegeu e manteve os grupos maleimida na 
estrutura externa dos lipossomas. Os ensaios de imunidade foram feitos com camundongos 
através da via intraperitoneal, as injeções ocorriam em intervalos de 3 semanas e as 
amostras coletadas ocorriam 5 dias após as administrações. Os tipos de anticorpos 
produzidos foram os mesmos quando utilizados peptídios cíclicos em lipossomas recém 
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preparados e liofilizados dentro das condições citadas. A associação da proteína 
ovoalbumina a esses lipossomas promoveu menor intensidade nas respostas imunes 
(Friede e col., 1993). 
O comportamento da liberação de proteínas "in vivo" e "in vitro" utilizando a 
proteína rhG-CSF derivada da bactéria Escherichia coli encapsulada em lipossomas 
oligolamelares, compostos por dimiristoilfosfatidilglicerol (DMPG), 
distearoilfosfatidilcolina (DSPC) e colesterol (Col) na razão molar 1:4:5 foram estudados 
por Meyer e col., 1994. Experimentou-se quatro metodologias de preparação de 
lipossomas: (1) preparação através da passagem de un1a corrente de nitrogênio e após 
dessecamento à vácuo por 1 hora e conseqüente hidratação, a proteína não encapsulada foi 
removida por ultracentrifugação, (2) pulverização de lipídios secos, hidratados e 
microfluidizados como em (1) e a separação dos não encapsulados foi feita por diálise, (3) 
lipídios dissolvidos em clorofómüo e os finos filmes de lipídios eram preparados como em 
(1) e sonicada. As amostras sonicadas eram passadas por 5 ciclos de resfriamento (gelo 
seco/acetona) e aquecimento (37°C) e a seqüência dos passos ocorria como em (2), (4) 
mesmo procedimento em (3 ), sendo que os filmes de lipídios eram hidratados com água 
destilada e D-mannitol atingindo razão mássica 1:1 (D-mannitol:Lipídio Total). Após 
preparação as amostras eram tratadas como em (2) e (3). A capacidade de liberação da 
proteína foi feita em teste "in vitro" incubando a solução de lipossomas purificada do 
método (4) em soro humano 90% a 37°C, e a% de liberação foi analisada por fluorescência 
em tempos diferentes. Além dessa análise realizou-se injeções subcutâneas em 
camundongos e de tempos em tempos colhidos o sangue do animal para análise. Os autores 
concluíram que a melhor% de encapsulamento obtida foi aquela proveniente do método (4) 
90%, seguido do (3) 80%, (2) 30% e (1) 2%. O primeiro método utilizando borbulhamento 
de nitrogênio foi ineficiente conduzindo a um baixo encapsulamento, já os ciclos de 
congelamento e descongelamento conduziram a um encapsulamento eficiente. Os 
lipossomas produzidos pelo método ( 4) não promoveram mudanças na estrutura e atividade 
da proteína rhG-CSF e um excelente comportamento de liberação da proteína nos testes "in 
vivo" e "in vitro" (liberação lenta). Todos esses métodos não provocaram desnaturação 
nem perda da atividade das proteínas. 
32 
Capítulo li- Revisão Bibliográfica 
Alving e col., 1995 verificaram em suas pesquisas a indução das respostas imunes 
com o uso de peptídeos acoplados, encapsulados ou na forma livre e a produção de 
anticorpos e linfócitos T citotóxicos. Em muitos casos foi observada uma efetiva 
imunização contra doenças complexas como o câncer, doenças parasíticas, AIDS, entre 
outras infecções virais. O uso de formulações contendo lipossomas e outros adjuvantes 
também foi estudado e em muitos casos a adição de MPLA (monofosforil lipídio A) 
aumentou a indução da formação de linfócitos T citotóxicos. A localização dos antígenos 
era muito importante na indução de respostas imunes. Os antígenos localizados na 
superficie induziram maior formação de anticorpos em relação à formação dos linfócitos T 
citotóxicos, mas em outros casos esse comportamento foi invertido. 
A influência da composição fosfolipídica dos lipossomas nas respostas de 
anticorpos foram estudadas por Phillips e col., 1996, quando esses encapsulavam proteínas 
e peptídios. Nesse trabalho observou-se as respostas de anticorpos IgG em camundongos 
(via subcutânea) quando era administrado solução de lipossomas encapsulando albumina de 
soro bovino (BSA), anticorpos murine monoclonal GK1 ,5 ou um peptídio com 21 
aminoácidos do segundo domínio do HIV gpl20 depois da administração separadamente. 
Além desses antígenos foi também utilizado a glutationa-S-transferase (Sm28GST) do 
Shistossoma manssoni em administração oral. As respostas de anticorpos induzidas pelos 
lipossomas encapsulando esses antígenos foram comparados com outros adjuvantes como: 
N-acetilmuramil-L-alanil-D-isoglutamina (MDP) e hidróxido de alumínio com os mesmos 
antígenos. Para administrações subcutâneas as formulações de lipossomas formadas por: 
DPPC (dipalmitoilfosfatidilcolina)/DMPG (dimiristoilfosfatidilglicerol) induziram a 
formação de 54-60% de anticorpos IgG1 e 35-45% de IgGza+2b· Com DPPC/DPPE 
(dimalmitoilfosfatidiletanolamina) houve a indução de anticorpos de 73-78% de IgG1 e 15-
25% de IgGza+2b , DPPC/PS (fosfatidilserina) induziam 86-89% de IgG1 e 8-12% IgGza+2b . 
A utilização de hidróxido de alumínio e MDP induziram 79-91% IgG1 e 4-17% de IgGza+2b· 
A ordem de adjuvanticidade observada na indução de anticorpos IgG foi a seguinte: 
lipossomas formados por DPPC/DMPG > DPPC/DPPE >> H.alumínio >> MDPDPPC/PS 
para todos os três antígenos encapsulados. Já os lipossomas DPPC/DMPG foram efetivos 
indutores de anticorpos de secreção IgA e anticorpos IgE e IgG contra o antígeno 
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Sm28GST depois da administração oral. A dificuldade das misturas de antígenos 
encapsuladas em lipossomas induzir respostas de anticorpos mostrou que a incorporação 
dos antígenos em lipossomas eram primordiais para atividade adjuvante. 
Várias formulações de lipossomas foram pesquisadas por Nakanishi e col., 1997, 
como imunoadjuvantes encapsulando antígenos protéicos solúveis, relacionando com a 
carga superficial dos lipossomas. Vesículas multilamelares carregadas positivamente 
(MLV's) foram eficientemente tomadas e processadas pelos macrófagos enquanto que os 
lipossomas carregados negativamente e neutros não. Nesse trabalho foi encapsulada a 
proteína ovoalbumina (OV A) nos ML V's com carga positiva e assim funcionaram como 
fortes indutores de células T citotóxicas específicas e produção de anticorpos. Os 
fosfolipídios utilizados foram: fosfatidilcolina (PC), ácido L-a-dimiristoil fosfatídico (P A), 
e ainda nas formulações foram adicionados a estearilamina (SA), colesterol (Col), e a ~­
galactosidase. Para os lipossomas com carga positiva formados por (PC:Col:SA) as razões 
mássicas foram 4:5:1, para os carregados negativamente em substituição ao SA foi 
adicionado o P A com as mesmas razões do primeiro caso, e os lipossomas neutros com 
razão (PC:Col) foi de 1:1. Os resultados dos testes de imunidade foram feitos em 
camundongos (via peritoneal) Os resultados indicaram que lipossomas com carga positiva 
são importantes para o aumento da imunoadjuvanticidade na indução de respostas imunes 
específicas (L TC 's e anticorpos) em comparação com os outros tipos de lipossomas 
(neutros e carregados negativamente) que pouco induziram as respostas imunes. 
Freitas Jr., 1997, desenvolveu estudos sobre o encapsulamento em lipossomas 
unilamelares, de glicoproteínas alergênicas, na faixa de pesos moleculares compreendida 
entre 14 e 97 kDa, extraídas do corpo de ácaros da espécie Blomia tropicalis. No processo 
de encapsulamento com o extrato bruto, a quantidade de proteína encapsulada, expressa 
através da razão molar Proteína/Lipídio final, (P/L)final , variou em até 61% com a razão 
Proteína/Lipído inicial da solução de hidratação (P/L)inicial na faixa estudada de 2 a 5 
mglmL. Os valores máximos obtidos foram da ordem de 0,008 mg/mM com eficiência de 
encapsulamento de aproximadamente O, 7%. A máxima eficiência obtida, 1,1 %, 
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correspondeu à razão (PIL)finai 0,005 mg/mM. Os lipossomas foram compostos de 60% 
moi (DSPC) e 40% moi (Col). Os resultados mostraram que a utilização do extrato bruto 
com uma gama muito grande de tamanhos de proteínas dificultou o encapsulamento, a 
separação do material e as análises químicas. A presença do extrato protéico não alterou 
significantemente a estabilidade dos lipossomas nem mesmo com o tempo, devido 
principalmente ao caráter hidrofilico das proteínas e a baixa concentração protéica 
encapsulada. 
Frézard, 1999 revisou trabalhos sobre as propriedades farmacológicas, biofisicas e 
estruturais dos lipossomas. Nesse trabalho foi proposto um mecanismo para ação 
imunoadjuvante dos lipossomas com as respectivas respostas humorais e celulares 
conforme apresentado na Figura 8. 
Na indução de respostas imunes humorais o conjugado de lipossomas é tomado 
pelos macrófagos, sendo processado e ativando as células T e na seqüência as células B 
produzindo anticorpos (em alguns casos as células B são ativadas diretamente). As repostas 
humorais podem ser aumentadas pela co-inclusão de imunoestimulantes como já visto 
anteriormente. Em antígenos superficialmente ligados na superfície dos lipossomas a 
imunidade pode ocorrer sem a participação dos macrófagos, que dependerá muito do 
tamanho deles, interagindo diretamente com os linfócitos B via um mecanismo alternativo. 
Na indução das respostas imunes celulares ou mediada por células os antígenos são 
tomados pelos APC's (macrófagos), e sofrem um processamento específico em que 
fragmentos antigênicos são associados a um complexo glicoprotéico da classe I (CMH I) na 
superfície dos macrófagos, isto conduz uma proliferação de diferentes tipos de linfócitos T, 
chamados de linfócitos T citotóxicos (L TC) que são direcionadas contra infeções virais e 
células infectadas. A Figura 8 mostra a indução das respostas imunes quando os lipossomas 
atuam no sistema imune. 
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Figura 8 Atuação dos lipossomas no sistema imunológico, envolvendo os dois tipos de 
respostas imune, humorais e mediada por células ou celulares. As respostas imunes são 
dependentes do tipo de antígeno que esteja presente (Adaptada de Frézard, 1999). 
2.9) Estabilidade dos Lipossomas em Presença de Tensoativos 
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Edwards e Almegren, (1990) estudaram a estabilidade de lipossomas na presença de 
tensoativos, concluindo que a solubilização das vesículas depende do empacotamento da 
bicamada lipídica, e da concentração de tensoativo. O perfil típico de solubilização dos 
lipossomas pode ser divididos em três regiões características; a primeira na qual há um 
aumento insignificante do tamanho das vesículas, a segunda fase na qual, há um 
crescimento acentuado e agregação das vesículas, com o aumento da concentração de 
tensoativo, e a última fase com concentrações de tensoativo na ordem de 80% há 
desestruturação da bicamada com formação de micelas. Estas regiões são identificadas por 
medida de turbidez das soluções, ou do diâmetro médio das vesículas por espalhamento 
quase elástico de luz. Os mecanismos de interação dos lipossomas foram estudados através 
dos perfis de solubilização ou estabilidade dos lipossomas com tensoativos, e identificadas 
regiões de maior estabilidade das vesículas (Gregoriadis, 1990; 1993; Lasic, 1993,1994). 
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2.10) Comportamento dos Lipossomas "In Vivo" 
Os lipossomas interagem com qualquer tipo de células e isso ocorre através de 
mecanismos de adsorção. As taxas de fluxo dos encapsulados dependem do tamanho e 
composição da membrana fosfolipídica, do tipo de agente encapsulado e natureza da célula 
(Ostro, 1987a). Após a adsorção ocorre a endocitose das vesículas lipídicas pelas células e 
troca de lipídios com a membrana celular, ficando o conteúdo aquoso no meio 
citoplasmático. Outra característica importante relativa aos lipossomas no comportamento 
"in vivo" são as interações com os fluídos biológicos. 
Gregoriadis e col., 1987 em trabalhos de revisão destacaram alguns parâmetros 
como: a temperatura de transição de fases e a carga dos lipídios na influência da fluidez da 
bicamada lipídica e as interações específicas com os antígenos e lipoproteínas do sangue. 
Foi observado que as lipoproteínas podem desestabilizar a bicamada lipídica. Além destes 
parâmetros, o tipo de lipídio, de proteína ou peptídio foram também considerados. 
O plasma sangüíneo, devido a sua grande heterogeneidade, tem uma grande 
influência na estabilidade dos lipossomas devido à presença das lipoproteínas de alta 
densidade (HDL), fosfolipases, tensoativos e opsoninas, que podem adsorver com grande 
facilidade na superficie dos lipossomas desestabilizando a sua estrutura. Além dessas 
organelas e outros compostos, o pH, a força iônica e a presença de íons Ca +2 também 
interferem na estabilidade da bicamada fosfolipídica (Black e Gregoriadis, 1976; Lasic, 
1993). As opsoninas, que são proteínas, promovem um rápido reconhecimento das 
vesículas pelo sistema imunológico, e a sua eliminação da corrente sangüínea. A remoção é 
feita por células especiais do sistema retículo endotelial (RES). Nesse processo as 
lipoproteínas adsorvem na superficie dos lipossomas desestabilizando a bicamada lipídica 
através de trocas de lipídios. Além dessas fosfolipases também contribuem para 
desestabilização da bicamada lipídica. Outras moléculas que adsorvem na superficie 
alteram a estabilidade das vesículas de lipossomas podendo também alterar a 
permeabilidade, tamanho e estrutura das vesículas (Nilsson e col., 1987; Ruiz e col., 1988; 
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Edwards e col., 1989; Edwards e Almgren, 1990; 1991;1992; Allen, e Cleland, 1980; 
Gregoriadis, 1993). 
A composição química e as condições em quê os lipossomas são preparados 
também podem influenciar com grande relevância a sua estabilidade em fluidos biológicos. 
Outros fatores tais como: surfactantes de cadeias simples, defeitos na estrutura e alto raio 
de curvatura nas vesículas, defeitos provenientes do empacotamento da bicamada lipídica, 
que podem ser minimizados com adição de colesterol e pela utilização de temperaturas 
acima da temperatura de transição de fase também contribuem para esse fato (Bonte e 
Juliano, 1986; Ostro, 1987a; Edwards e Almegren, 1990; Jones e Nicholas, 1991). 
Para a estabilidade a composição lipídica é muito importante, e as interações dos 
lipossomas com as proteínas podem ser simples envolvendo cargas superficiais e/ou 
interações hidrofóbicas conduzindo a uma adesão ou adsorção dessas proteínas na 
superficie dos lipossomas ou a sua penetração na bicamada lipídica (Gregoriadis, 1990; 
1993 e Lasic, 1993). 
O efeito do colesterol na liberação dos solutos encapsulados como a transferência de 
lipídios para o HDL tem sido extensivamente estudado. A utilização deste esteróide fornece 
a capacidade de compactação das moléculas fosfolipídicas em uma bicamada fluídica, 
aumentando a estabilidade dos lipossomas. Em SUV's a adição de colesterol provoca uma 
estabilização das vesículas em plasma em comparação com aquelas que não possuem o 
esteróide (K.irby e col., 1980; Allen, 1984; Damen e col., 1981). Embora quantidades de 
colesterol nas vesículas possam protegê-las contra a liberação do soluto em plasma ou a 
penetração de outras substâncias, a perda dos fosfolipídios de lipossomas não pode ser 
inteiramente prevenida, ocorrendo trocas de lipídios com o HDL. Damen e col., 1981, 
observaram que as interações de HDL plasmático com lipossomas ricos em colesterol é 
superficial com a troca de fosfolipídios. Observações "in vitro" nas interações dos 
lipossomas com o plasma podem ser influenciadas pelas mudanças de pH, que é 
determinante para o grau de protonação de compostos encapsulados e em conseqüência 
altera a taxa de difusão através da bicamada lipídica. O aumento de pH, em determinados 
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casos, pode diminuir ou aumentar a liberação dos encapsulados afetando a estabilidade das 
vesículas. Em compostos sensivelmente protonados foi observado uma dificuldade na 
liberação dos fosfolipídios de lipossomas não sendo influenciado por mudanças moderadas 
nopH. 
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A molécula de Mioglobina com peso molecular de 18,8 k:Da, apresenta uma 
conformação compactada com poucas interações entre as moléculas, ficando as cadeias não 
polares juntas através de uma série de interações de Van der Waals contribuindo 
significantemente nas interações hidrofóbicas. Grupos heme se encontram em frestas em 
forma de bolsas na estrutura da molécula, ficando o átomo de ferro no centro desse grupo 
possuindo duas ligações coordenadas perpendiculares ao plano do grupo heme, ficando 
uma dessas ligações com o grupo hidrofóbico do resíduo His ligado e a outra funcionando 
como um sítio de ligação, no qual a molécula de 0 2 é devidamente ligada. Dentro dessas 
bolsas a acessibilidade do grupo heme para solventes é muito restringida. Essa situação é 
muito importante para a função que a mioglobina tem no transporte de 0 2 no músculo 
provendo suprimento de reserva de 02 e facilitando o movimento desse gás dentro dos 
músculos. Ficando os grupos heme livres em soluções oxigenadas o processo de oxidação 
ocorre rapidamente. Neste caso a forma ferrosa Fe+2, que é mais ativa na ligação reversível 
com a molécula de 02 , ocorre passando para a forma férrica F e +J que não se liga a essa 
molécula. As dimensões dessa proteína com forma próxima a esférica são de 44x44x25 Á. 
Várias representações da estrutura da mioglobina são apresentados na Figura 10. 
Figura 10 - Molécula de Mioglobina. As bases polipeptídicas são mostradas nas fitas 
(estrutura secundária), As regiões a-helicoidais são evidentes. (b) Modelo espacial 
(tridimensional) mostrando os grupos heme escondidos (em vermelho), todas as cadeias de 
aminoácidos estão incluídas. (c) representação das tiras incluindo as cadeias laterais 
(roxo) para os resíduos hidrofó bicos Leu, Ile, V al, e Phe. ( d) Modelo espacial com todas as 
cadeias laterais de aminoácidos, os resíduos hidrofóbicos estão mostrados em roxo, mas 
muitos não são visíveis por estarem escondidos no interior da proteína. 
39 
Capitulo li- Revisão Bibliográfica 
2.11) Aspectos Relevantes das Proteínas Encapsuladas 
As proteínas Albumina de Soro Bovino, Mioglobina e Citocromo C, consideradas 
proteínas de transporte possuem estrutura globular. A BSA foi estudada com detalhes por 
Carter e Ho, 1994 que foi reconhecida como a principal proteína bovina do sangue, sendo a 
mais abundante. É uma proteína responsável pela pressão osmótica e manutenção do pH 
sangüíneo. Possui peso molecular de 66,7 kDa, alto grau de flexibilidade conformacional, 
possuindo várias formas isoméricas que podem ser induzidas reversivelmente em função do 
pH. As variadas formas isoméricas podem conduzir a heterogeneidade nas interações com 
outros compostos (fosfolipídios, lipoproteínas, etc). Sua estrutura se aproxima a uma esfera 
(elipsóide) com dimensões de 60x45x37 Á. Na Figura 9 são mostradas estruturas do BSA. 
Figura 9- Molécula de BSA. (a) Hastes helicoidais de densidade de 8 a 10 Á em diâmetro, 
indicativo da estrutura a-helicoidal (características dominantes da densidade eletrônica). 
(b) Estrutura secundária, possuindo 28 hélices tendo de 5 a 31 aminoácidos em 
comprimento podendo ser agrupados em dentro de 1 O hélices principais dentro de cada 
domínio. (c) Modelo espacial da molécula de BSA, com os resíduos básicos em azul, 
resíduos ácidos em vermelho e os neutros em amarelo. 
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A proteína Citocromo C é muito semelhante à molécula de mioglobina, sendo 
menor, com peso molecular de 12,3 kDa. Essa proteína tem função específica na cadeia 
respiratória das mitocôndrias. Verifica-se na sua estrutura que 40% do polipeptídeo está no 
segmento a-helicoidal comparado com 80% na cadeia da mioglobina, o restante das 
cadeias possuem dobras e irregularidades com segmentos extendidos diferindo na estrutura. 
As dimensões da molécula de citocromo C é de 25x25x37 A. Na Figura 11 são 
apresentadas duas representações da configuraçãao dessa proteína. 
Figura 11- Molécula de Citocromo C. Duas representações são mostradas: a representação 
em tiras espirais e o modelo espacial. Nas representações em tiras as estruturas p estão 
representadas por setas planas e a a-hélice na forma de tiras espirais, a orientação em cada 
caso é a mesma. 
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3.0) Material e Métodos 
3.1) Material 
Os lipídios usados na preparação dos lipossomas foram: L-a-
distearoilfosfatidilcolina (DSPC) (C18:0), de peso molecular 790,2 g/gmol, 
dimiristoilfosfatidiletolanamina (DMPE), de peso molecular 635,9 g/gmol, e colesterol 
(Col) 5a,6a-Epóxido, de peso molecular 402,7 g/gmol da Sigma Chemical CO. Os 
solventes clorofórmio de peso molecular 119,5 g/gmol e o metanol, de peso molecular 32,0 
g/gmol, da Merck Chemical CO. 
As proteínas utilizadas no encapsulamento foram a Albumina de Soro Bovino 
(BSA), de peso molecular 66,7 kDa, Mioglobina (Mio) de coração de cavalo, pureza de 
97% com 0,30% de ferro, de peso molecular 18,8 kDa e o Citocromo C (Cit C) de coração 
de boi, tipo V-A, de pureza de 99% e peso molecular 12,3 kDa, todas produzidas pela 
Sigma Chemical CO. 
Os reagentes usados no ensaio de determinação de proteínas pelo Método do Ácido 
Bicincônico (BCA), foram: 4',4' dicarboxil-2',2'-biquinolina (ácido bicincônico), (Sigma 
Chemical CO.), carbonato de cálcio, bicarbonato de sódio e sulfato de cobre 
pentahidratado, (Merck Chemical CO.), tartarato de sódio e hidróxido de sódio (Libisynth 
Produtos para Laboratório Ltda., e Quimibrás Industria Química S/ A), respectivamente. 
Para a determinação de proteínas pelo Método de Lowry Modificado (Ensaio 
Hartree), os reagentes foram: Fenol Folin Ciocalteau, (Química Especializada Erich Ltda.) 
(EEL), tartarato de sódio e potássio (sal de Seignette), (Ecibra), hidróxido de sódio 
(Reagen-Quimibrás Indústrias Químicas S/ A), sulfato de cobre anidro e carbonato de sódio 
anidro (Merck Chemícal CO). 
As determinações do teor de fosfolipídios nos lipossomas foram feitas usando os 
seguintes reagentes: ácido sulfúrico, (Química Especializada Erich Ltda.), molibidato de 
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amônio (Ecibra Indústria e Comércio de Produtos Químicos Ltda ), ácido L-ascórbico 
(Labsynth Produtos para Laboratório Ltda.) e peróxido de hidrogênio (Merck Chemical 
CO). 
Os dois tipos de gel utilizados no processo de separação por cromatografia de 
permeação em gel foram: Sephadex G-1 00, e a Sepharose CL-6B (Sigma Chemical CO). 
O reagente 1-octanol foi usado nos ensaios para a determinação do coeficiente de 
partição das proteínas no sistema octanol/água (Merck Chemical CO). 
Em todas as preparações foi usado o tampão HEPES ((N-[2-hidroxietil] piperazina-
N' -[2-[2-ácido etanosulronico ]]), (Merck Chemical CO). A água usada nos experimentos 
foi destilada e microfiltrada no sistema MILLI-Q a 18,2 MQCM da Millipore Indústria e 
Comércio Ltda. 
Para o ensaio de modificação na superficie dos lipossomas foram usados periodato, 
etileno glicol, citrato de sódio e boro hidrato de sódio (Sigma Chemical CO). 
3.2) Equipamentos 
Os equipamentos utilizados neste trabalho foram: Balança Scientech SA 21 O, pH 
metro da Oakton série 35616. 
Para a preparação dos lipossomas utilizou-se evaporador rotatório Art. Lab, com 
balão volumétrico de 50 mL, em banho Yamato RE52. O banho de refrigeração com 
recirculação externa foi fabricado pela TECNAL-TE-184. 
A extrusão dos lipossomas multilamelares foi feita em equipamento fabricado pela 
Lipex Biomembranes INC, equipado com filtros de policarbonato da Nuclepore de 100 nm 
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de diâmetro. O gás utilizado na extrusão foi o Nitrogênio, com 99% de pureza, (White 
Martins). 
Nos processos de separação foram utilizadas colunas de 45 em de altura e 2,5 em de 
diâmetro (Sigma Chemical CO). O processo de Ultrafiltração foi conduzido em célula de 
50 m.L, modelo 8050 (Amicon), com membranas de diâmetro de corte de 100, 50 e 1 O kDa, 
para as devidas separações. A membrana com diâmetro de corte de 100 kDa foi utilizada na 
separação dos lipossomas, a de 50 kDa separava a proteína BSA (PM 66,7 kDa) e a de 1 O 
kDa foi utilizada na separação da mioglobina (PM 18,8 kDa) e Citocromo C (PM 12,327 
kDa). 
Todas as leituras espectrofotométricas realizadas nos ensaios de determinação do 
teor de fosfolipídios e de proteínas foram feitas em Espectrofotômetro modelo U-2001 
(Hitachi). 
Para os ensaios de estabilidade foram utilizados os seguintes equipamentos : leitora 
do tipo Elisa (Microtiter Plate Reader), modelo EL312e, da Bio-Tek Instruments Inc., e 
espectrofotômetro modelo U-2001 (Hitachi). 
A análise de distribuição de tamanhos foi realizada no equipamento de detecção de 
espectro Malven Autosizer, modelo 4.700 da Malvern Inst. Ltda. 
Para a separação dos lipossomas no processo de associação de mistura de proteínas 
à superficie dos lipossomas foi utilizada a coluna Econo-Pac 10D6 da Bio-Rad. 
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3.3) Métodos Experimentais 
3.3.1) Coeficiente de Partição das Proteínas 
O conhecimento do coeficiente de partição das proteínas em sistema 
hidro:filicolhidrofóbico permite a predição da localização das proteínas na estrutura dos 
lipossomas. De acordo com o grau de hidrofilicidade, as proteínas podem se localizar na 
superficie, no cerne aquoso, ou na bicamada lipídica. Para a determinação do coeficiente de 
partição das proteínas foi usado o sistema octanollágua conforme metodologia descrita por 
Moraes, 1996. 
Em um tubo de ensaio colocava-se 1,0 mL da solução aquosa de proteína a ser 
analisada, na concentração 1mg/mL. e 1 ,O mL de octanol puro agitando-se vigorosamente 
a mistura por 5 minutos e deixando-a em seguida em repouso por 1 hora para garantir a 
partição total das proteínas nas duas fases. Após esse período a mistura era centrifugada por 
1 O minutos a 5000 rpm, em centrífuga Eppendor:f, para a separação das fases. As proteínas 
presentes na fase hidrofilica, foram quantificadas pelo ensaio de Lowry Modificado. 
O coeficiente de partição foi determinado pela equação 2: 
Cp -Cp Cp = i 1 *100 
Cpf 
(2) 
Onde Cp é o coeficiente de partição, Cpi a concentração inicial de proteínas e Cpt a 
concentração final de proteínas na fase aquosa. 
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3.3.2) Preparação dos Lipossomas 
Os lipossomas multilamelares foram preparados com o lipídio 
distearoilfosfatidilcolina (DSPC), e colesterol (Col), na razão molar 70:30 (DSPC: Col), e 
na preparação dos lipossomas do mesmo tipo utilizados no processo de associação 
covalente de proteínas em mistura à superfície das vesículas adicionou-se o fosfolipídio 
dimiristoilfosfatidiletanolamina (DMPE) à formulação, tendo razão molar de 60:20:20 de 
(DSPC:Col:DMPE). O método da hidratação do filme seco de lipídios foi utilizado na 
preparação dos lipossomas. 
3.3.2.1) Método de Hidratação do Filme Seco de Lipídios 
Inicialmente os lipídios foram dissolvidos em solução de clorofórmio e metano! na 
razão molar 9:1 (Clorofórmio:Metanol), em balão volumétrico de fundo redondo. Em 
seguida foi realizada a evaporação do solvente a vácuo, em evaporador rotatório, com a 
seguinte programação: oito minutos à temperatura ambiente numa rotação de 20 rpm, 
seguidos de cinco minutos à temperatura de 70 °C e rotação de 20 rpm, elevando-se a 
rotação para o valor máximo do equipamento ( evaporador rotatório) nos 1 O minutos finais. 
A hidratação do filme seco de lipídios formado no fundo do balão foi feita com 
tampão HEPES (10 mM e pH 7,4), ou soluções de proteínas. Para o encapsulamento de 
proteínas individuais as soluções de hidratação possuíam concentrações totais que variavam 
de 2,0 a 8,0 mg/mL (Apêndice 3), já para as misturas de proteínas, foram utilizadas 
misturas com concentrações totais de 1,36 mg/mL e 3,50 mg/mL ambas com razões 
molares de 20:40:40; 40:20:40 e 40:40:20 de (Cit C:Mio:BSA) solubilizadas no referido 
tampão, à temperatura de 60 °C durante 30 minutos à velocidade de rotação máxima do 
equipamento. 
A temperatura e tempo de hidratação foram escolhidos de modo a não produzir a 
desnaturação das proteínas. Para facilitar a remoção do filme e melhorar o rendimento da 
preparação, procedia-se a raspagem do fundo do balão com bastão apropriado. Os 
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lipossomas multilamelares formados foram deixados em repouso por 2 horas à temperatura 
ambiente, antes de serem submetidos à sonicação. 
3.3.2.2) Homogeneização dos Lipossomas 
Os lipossomas multilamelares previamente preparados foram sonicados em banho à 
temperatura ambiente por 30 minutos para uma melhor homogeneização da solução. Para a 
produção de lipossomas unilamelares os lipossomas multilamelares foram submetidos à 
extrusão em membranas de policarbonato de 100 nm de diâmetro de poros, com 15 
passagens à temperatura de 60 °C e pressão de 15 kgf7cm2 • 
3.3.3) Separação dos Lipossomas das Proteínas não Encapsuladas 
Para a separação dos lipossomas das proteínas não encapsuladas foram testados dois 
métodos: cromatografia por permeação em gel e ultrafiltração. 
3.3.3.1) Cromatografia por Permeação em Gel 
A cromatografia por permeação em gel foi feita em coluna de 45 em de altura e 2,5 
em em diâmetro, usando os géis Sephadex G-1 00 e Sepharose CL-6B. Esses géis possuem 
diâmetros de corte equivalentes ao fracionamento de compostos de pesos moleculares da 
ordem de 1-1 00 kDa e 10-4000 kDa, respectivamente. 
As colunas foram empacotadas com os géis, lavadas com água destilada e tampão 
HEPES, e em seguidas saturadas com fosfolipídios para garantir a integridade dos 
lipossomas no processo de separação. Para reduzir as interações proteína-gel passou-se 
também através da coluna uma solução de BSA (2,0 mM). Para a separação, utilizou-se um 
volume de 2,0 mL da amostra contendo lipossomas e proteínas não encapsuladas, 
colocados no topo da coluna com pipeta Pasteur em movimentos circulares para garantir a 
formação de uma banda uniforme durante a eluição 
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da mostra no gel. As frações eluídas foram coletadas em tubos usando um coletor 
automático modelo 2128 (Bio Rad), com volume ajustado para 3,0 rnL (85 gotas/tubo). Em 
seguida, a absorbância das soluções foi lida em espectrofotômetro a 340 nrn, para a 
identificação das frações contendo os lipossomas. 
3.3.3.2) Ultrafiltração 
Para a separação por ultra:filtração foi usada uma célula de 50 mL. A ultra:filtração 
da solução foi feita através de membranas de policarbonato com diâmetro de corte 
especificado para 100 kDa, com nitrogênio gasoso à pressão máxima de 5,4 Kgf7cm2• 
A célula foi alimentada com 2 mL de solução contendo lipossomas e proteínas não 
encapsuladas, completando-se o volume para 1 O mL com tampão HEPES (1 O mM e pH 
7,4). A célula era conectada à linha de gás procedendo-se a ultra:filtração, com agitação 
magnética da solução, até a redução de 50% do volume inicial. Em seguida foram feitas 
três lavagens sucessivas, completando-se o volume até 1 O rnL com tampão HEPES, para 
garantir a remoção das proteínas livres da membrana e da solução de lipossomas. 
Esse mesmo sistema foi usado com a membrana de diâmetro de corte equivalente a 
1 OkDa para a concentração das proteínas filtradas (anteriormente separadas das soluções de 
lipossomas) antes da sua quantificação. 
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3.3.4) Caracterização dos Lipossomas 
Após a remoção das proteínas não encapsuladas, as soluções ricas em lipossomas 
foram submetidas às análises de teor de fosfolipídios, e distribuição de tamanhos e diâmetro 
médio das vesículas. 
3.3.4.1) Determinação do Teor de Fosfolipídios 
A determinação do teor total de lipídios nas vesículas foi feita pela análise 
quantitativa dos íons fosfato (P04"3) em solução, segundo metodologia desenvolvida por 
Chen Jr, e col., 1956, com modificações introduzidas por Moraes, 1996 e Ribas, 1997. Em 
linhas gerais o método consiste na digestão dos fosfolipídios com ácido sulfúrico 
concentrado e redução do fosfato a fósforo elementar. Em etapas subsequentes o fósforo 
elementar é oxidado a ortofosfato, formando um complexo com o molibdato de amônio, o 
qual é reduzido pelo ácido ascórbico resultando no aparecimento de coloração azul, cuja 
intensidade é proporcional à concentração de fosfato na amostra analisada. A determinação 
da concentração de fosfolipídios é feita através de curva de calibração previamente 
construída, usando padrões fosfato e fosfolipídios de concentrações conhecidas. A partir da 
concentração de fosfolipídios determina-se o teor total de lipídios na amostra através da 
proporção entre os fosfolipídios e os outros lipídios usada na preparação inicial. 
Procedimento Experimental 
Soluções-padrão, com concentrações conhecidas de fosfato inorgânico e orgânico 
foram preparadas na faixa de concentração de 0,2 mM a 2, 7 mM. Em tubos de ensaio 
Pyrex de parede grossa foram adicionados tres esferas de vidro e 1 OOflL das soluções-
padrão e das amostras a serem analisadas, em duplicata. Em seguida adicionou-se 500 flL 
de H2S04 1 O N em cada tubo, submetendo-os a aquecimento à temperatura na faixa de 200-
50 ºc, por 30 minutos. Após esse tempo os tubos foram removidos da placa de 
aquecimento e resfriados até a temperatura ambiente. Adicionou-se então em cada tubo 
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165 1-1L de água oxigenada a 30% livre de fosfato, retornando os tubos ao aquecimento por 
mais 30 minutos, na mesma faixa de temperatura. Após resfriamento à temperatura 
ambiente adicionou-se em todos os tubos 4mL de água deionizada e 500 1-1L de uma 
solução aquosa de molibidato de amônio (Nl:4)6Mo70z4.4Hz0 a 0,02 mg/mL, agitando-se 
vigorosamente em vortex. Em seguida foram adicionados aos tubos 500 1-1L de uma solução 
aquosa de ácido ascórbico a 0,08 mg/mL submetendo-os novamente à agitação vigorosa. 
As soluções foram aquecidas a 100 ºC em banho de água em ebulição por 7 minutos e após 
este tempo resfriadas até a temperatura ambiente para proceder-se as leituras das suas 
absorbâncias a 830 nm. A concentração molar total de lipídios nas amostras foi calculada 
dividindo-se a concentração de fosfolipídios determinada pela curva de calibração pela 
fração molar de fosfolipídios na amostra inicial , para levar em conta a presença do 
colesterol nas amostras. No apêndice 1 é apresentada uma curva de calibração típica da 
análise de fosfolipídios. 
3.3.4.2) Determinação do Raio Hidrodinâmico e Distribuição de Tamanho dos 
Li posso mas 
Para a determinação do raio hidrodinâmico e da distribuição de tamanhos dos 
lipossomas, foi utilizado o método de Espectroscopia de Espalhamento Quase Elástico de 
Luz ("Quasi-Elastic Light Scattering"-QLS) de comprimento de onda determinado (633 
nm) obtida por incidência de raios laser. Esse método baseia-se na determinação do 
coeficiente de difusão médio translacional dos lipossomas em solução diluída, através de 
medidas das flutuações da intensidade do espalhamento de luz em função do tempo (Ford, 
1985). Considerando as vesículas esféricas e em movimento Browniano, o raio 
hidrodinâmico médio, R h, pode ser calculado pela equação de Stokes-Einstein. 
(3) 
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Onde R h é o raio hidrodinâmico, k é a constante de Boltzman, D é o coeficiente de difusão 
translacional, p a viscosidade do meio, e T é a temperatura absoluta. Os resultados foram 
expressos em termos de diâmetro médio e distribuição de tamanhos das vesículas. Nos 
apêndices (Apêndice 4) encontramos os relatórios de análise dos raios hidrodinâmicos e 
distribuição de tamanhos. 
3.3.5) Determinação da Concentração de Proteínas 
As concentrações das proteínas individuais e em mistura foram determinadas 
através da curva de calibração da proteína BSA tomada como padrão e utilizada em todas 
as quantificações. As curvas de calibração referentes às proteínas Mioglo bina e Citocromo 
C não promoveram diferenças significantes em relação às concentrações das amostras, não 
sendo utilizadas. 
3.3.5.1) Método do Ácido Bicincônico (BCA) 
O método do ácido bicincônico (BCA), segundo Smith e col., 1985, baseia-se na 
redução dos íons cobre em decorrência da formação de um complexo com as proteínas 
presentes, em pH 11,25. A forma iônica Cu+ 1 reage posteriormente com o ácido bicincônico 
(BCA), formando um complexo de cor púrpura cuja intensidade é proporcional à 
concentração de proteína na solução. 
Procedimento Experimental 
Inicialmente preparou-se 50 rnL de uma solução aquosa designada por A, contendo 
0,5 g de BCA, 1,0 g de carbonato de sódio, 0,08 g de tartarato de sódio, 0,2 g de hidróxido 
de sódio, 0,475 g de bicarbonato de sódio. O pH dessa solução foi ajustado em 11,25. Uma 
outra solução aquosa designada por B foi preparada com sulfato de cobre penta hidratado 
na concentração 0,004 mg/mL. Uma terceira solução, C, foi preparada misturando-se 2 mL 
da solução B com 100 mL da solução A. Para a quantificação das proteínas adicionou-se 
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aos tubos de ensaio 1 mL da solução C e 20 !J.L de amostra aquecendo-se em seguida à 
temperatura de 60 °C durante 30 min. A intensidade de cor foi determinada através de 
leituras da absorbância das soluções feitas em espectrofotômetro no comprimento de onda 
560 ~ tendo a solução C como referência. A curva padrão foi construída com 
concentrações conhecidas de BSA na faixa de 0,2-1,0 mg/mL com amostras em duplicata. 
Esse método foi usado somente para a determinação da concentração de proteínas 
no processo de encapsulamento de BSA em lipossomas unilamelares. No Apêndice 2 são 
apresentadas as curvas de calibração para os ensaios de BCA e Hartree. 
3.3.5.2) Método de Lowry Modificado-Ensaio Hartree 
O método de Lowry modificado, que constitui o ensaio Hartree (Hartree, 1972), 
baseia-se na desnaturação das proteínas e formação de complexo colorimétrico com 
reagente de Folin Ciocalteau. Esse método apresenta a vantagem de fornecer a mesma 
coloração para diferentes proteínas. Observou-se que o ensaio Hartree é totalmente 
satisfatório quando utilizadas as proteínas BSA, Mioglobina e Citocromo C utilizando 
como padrão a proteína BSA na curva de calibração. 
Procedimento Experimental 
Inicialmente preparou-se 1 litro de uma solução aquosa, designada por A, composta 
de 2,0 g de tartarato de potássio e sódio e 100 g de carbonato de sódio, ambos dissolvidos 
em 500 mL de NaOH 1,0 N, levando-se o volume fmal para 1L com água deionizada. Essa 
solução é responsável pela quebra das proteínas e exposição dos seus sítios para a formação 
dos complexos coloridos. 
Uma outra solução aquosa, B foi preparada com 2,0 g de tartarato de potássio e 
sódio, 1,0 g de sulfato de cobre penta hidratado ambos dissolvidos em 90 mL de água 
deionizada e 10 mL de NaOH 1,0 N. Essa solução funciona como corante. 
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A solução C é composta do reagente de Folin Ciocalteau diluído em água 
deionizada na proporção de I:I5 (reagente:água). Essa solução não deve ser armazenada. 
Nos tubos de ensaio em duplicata foram colocados 8, I6, 32, 50 J.tL da solução 
padrão de BSA (2,25 nig/mL) e 20 J.lL das amostras, e o volume total levado a ImL com 
água deionizada. As soluções de referência, os brancos, foram preparados com I ,O mL de 
água deionizada (sem as amostras). Em seguida foram adicionados 0,9 mL da solução A e 
os tubos colocados em banho maria à 56,0 °C por 10 minutos. Após resfriamento à 
temperatura ambiente, adicionou-se 100,0 j.lL da solução B incubando-se por IO minutos à 
temperatura ambiente, e por último adicionou-se 3,0 mL da solução C agitando-se 
vigorosamente. Os tubos foram aquecidos a 56 °C por I O minutos e posteriormente 
resfriados à temperatura ambiente. A leitura em espectrofotômetro foi feita a 650 nm e a 
concentração das proteínas determinada a partir da curva de calibração construída. No 
apêndice 3 são apresentadas as curvas de calibração para as proteínas Mioglobina e 
Citocromo C. Esse ensaio foi utilizado para a quantificação de proteínas em todas as 
preparações de lipossomas multilamelares. 
3.3.5.3) Determinação da Concentração das Proteínas Encapsuladas 
A determinação quantitativa das proteínas encapsuladas foi feita após o rompimento 
dos lipossomas com Triton X-I 00 (0,6 mM), pelos métodos do ácido bicincônico 
(lipossomas unilamelares) e de Lowry-Modificado (lipossomas multilamelares), de acordo 
com os procedimentos já descritos anteriormente. 
As proteínas encapsuladas foram expressas em relação a razão molar 
proteína/lipídio (P/L)rma1 . A eficiência (ou percentagem) de encapsulamento foi 
determinada por %E e calculada pela razão entre as relações molares (P/L) final e inicial, 
de acordo com a equação ( 4): 
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(P/L) %E= final * 100 
(p/ L }inicial 
3.3.6) Estabilidade de Lipossomas em Tensoativo não Iônico e em Plasma 
Humano 
54 
(4) 
Os ensaios de avaliação de estabilidade foram realizados de duas formas com duas 
horas de incubação com tensoativo pentaetilenoglicol mono-n-dodecil éter (C12E5) e em 
plasma humano em várias concentrações e realizado em tempos maiores em relação ao 
plasma (6 dias). O tensoativo foi diluído em tampão HEPES 10 mM e pH 7,4, com 
concentração variando de O até 100%. O aumento de tamanho das vesículas, decorrente da 
instabilidade, foi monitorado através de medidas da turbidez das soluções expressa em 
absorbância lida à 340 nm, usando uma leitora do tipo Elisa (Microtiter Plate Reader), 
modelo EL312e da Bio-Tek Instruments Inc. Todas as medidas foram realizadas quando as 
soluções se encontravam em estado estacionário após duas horas de incubação à 
temperatura ambiente, procedendo-se agitação por 1minuto, no próprio equipamento antes 
das leituras. A concentração de tensoativo foi calculada pela equação 5. Em todas as 
situações, a concentração de lipossomas foi mantida constante em 1rn.M, e usados 120 ~-tL 
de solução de tensoativo e 80 !J.L de solução de lipossomas 2,5 rn.M. A disposição das 
soluções de tensoativos e/ou plasma nos vários pocinhos da placa é mostrada na Figura 12. 
Para construção dos perfis de solubilização das vesículas em função da concentração de 
tensoativo, foram tomadas para cada concentração, a média das absorbâncias relativas às 
três medidas subtraída da absorbância do branco tomado como referência. 
% Tensoativos = Moles(tensoativo) * 100 
Moles(tensoativo) + Moles(lipídios) (5) 
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A Figura 12 mostra a placa de poliestireno e a distribuição das concentrações de 
tenso ativo. 
A 
B 
c 
D 
E 
F 
G 
H 
1 
brO 
br7 
br20 
br35 
br50 
br65 
br80 
br93 
2 3 
0% 0% 
7% 7% 
20% 20% 
35% 35% 
50% 50% 
65% 65% 
800/o 80% 
93% 93% 
4 5 6 7 
0% br3 3% 3% 
7% briO 10% 10% 
20% br25 25% 25% 
35% br40 40% 40% 
50% br55 55% 55% 
65% br70 70% 70% 
80% br85 85% 85% 
93% br96 96% 96% 
8 9 10 11 12 
3% br5 5% 5% 5% 
10% br15 15% 15% 15% 
25% br30 30% 30% 30% 
40% br45 45% 45% 45% 
55% br60 60% 60% 60% 
70% br75 75% 75% 75% 
85% br90 90% 90% 90% 
96% brlOO 100% 100% 100% 
Figura 12 -Placa para o ensaio de estabilidade, e a disposição das soluções de tensoativo 
nas várias concentrações. A designação br refere-se aos brancos tomados como referência, 
nos quais os lipossomas foram substituídos por água. 
Os ensaios de estabilidade dos lipossomas em plasma humano foram feitos 
inicialmente com o mesmo procedimento anterior, substituindo-se o tensoativo CtzEs por 
plasma humano, e posteriormente com um volume maior de solução em cubetas (na análise 
de tempos maiores). A turbidez das soluções foi monitorada durante 6 dias à temperatura de 
aproximadamente 30 °C. Foram preparadas soluções de plasma humano nas concentrações 
de 10, 30, 100% diluídos em HEPES 10 mM e pH 7,4. De acordo com o ensaio de 
estabilidade feito em placas (Elisa), onde 40% do volume de cada pocinho era preenchido 
pelas soluções de lipossomas, esse mesmo valor foi utilizado para o ensaio de estabilidade 
por tempo. Foram preparadas três soluções com volume total de 5,0 mL adicionando-se: 3,0 
mL das soluções de plasma previamente preparadas e 2,0 mL de solução de lipossomas 
(40% do total em volume da solução final de incubação) encapsulando mistura de proteínas 
preparada (concentração hidratação total de 1,36 mg/mL com a proporção 40:20:40 de 
(BSA:Mio:CitC). 
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Os resultados foram expressos em termos de absorbância normalizada, calculada 
pela equação: 
A-Ao 
Abs Normalizada = Ao (6) 
Onde A é o valor das absorbâncias a diferentes concentrações de tensoativo e Ao é o 
valor da absorbância na concentração de tensoativo igual a zero. O valor do percentual do 
tensoativo é definido como o número de moles do tensoativo C12Es dividido pelo total da 
soma do número de moles de tensoativo e de lipídios que foi plotado contra a absorbância 
normalizada. 
3.3. 7) Análise Qualitativa das Proteínas Encapsuladas 
A análise qualitativa das proteínas encapsuladas ou ligadas à superficie dos 
lipossomas foram feitas por eletroforese SDS-PAGE. Inicialmente as proteínas foram 
desnaturadas com o tensoativo SDS e posteriormente eluídas em gel poliacrilamida, com 
objetivo de determinar a capacidade dos lipossomas para a incorporação das proteínas da 
mistura 1 (1,36 mg/mL) com razão molar 40:20:40 de (Cit C:Mio:BSA), que obteve o 
melhor perfil de encapsulamento.e representava a faixa de pesos moleculares de proteínas 
pertencentes a extratos alergênicos. 
A revelação das proteínas no gel foi feita por fixação em solução de glutaraldeído, 
seguida de reação com nitrato de prata e descoloramento com ácido acético. Os marcadores 
padrões utilizados estão apresentados na Tabela 3, com os seus respectivos pesos 
moleculares. 
Para as amostras com proteínas encapsuladas os lipossomas foram submetidos à 
ação de tensoativo Triton X-100 para desestruturação das vesículas e liberação das 
proteínas para análise. 
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Tabela 3- Proteínas- padrão usadas como marcadores de peso molecular na eletroforese. 
Proteúnas-Padrão Peso Molecular (kDa) 
Fosfolipase 94 
Albumina Bovina 64 
Ovalbumina 43 
Anidrase Carbônica 30 
Inibidor de Tripsina de Soja 20,1 
a-Lactalbumina 14,4 
3.3.8) Associação das Proteínas em Mistura à Superficie dos Lipossomas 
As proteínas foram associadas à superficie dos lipossomas através de ligação 
covalente aos grupos amina do fosfolipídio DMPE, usado na proporção de 20% na 
composição das vesículas. Foi usada a mistura de proteínas de proporção molar 40:20:40 e 
concentração de hidratação total de 1,36 mg/mL. Periodato de sódio foi usado como agente 
de ligação. 
Procedimento Experimental 
Preparou-se periodato de sódio 0,06 mM e solução tampão de citrato a 50 mM a pH 
6,0. O processo de ativação das proteúnas foi feito misturando-se 5,0 mL da mistura de 
proteínas em 5,0 mL de periodato, e incubando à temperatura ambiente sob agitação com o 
recipiente completamente tampado (no escuro) por 30 minutos. Na seqüência foram 
adicionados 5,0 mL de solução de etileno glicol nas mesmas condições do caso anterior, 
totalizando 15,0 mL de volume final voltando a incubar por 1 hora. As proteínas ativadas 
foram separadas dos reagentes não ligados em coluna Econo-Pac 10D6 - Bio-Rad de 
acordo com as seguintes etapas: Primeiramente passou-se 20,0 mL de tampão citrato 50,0 
mM para equilibrar e lavar a coluna. Depois desse preparo inicial adicionou-se 3,0 mL da 
amostra preparada e descartando-se os três primeiros mL's e coletando os 4,0 mL restantes. 
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Na continuidade do processo a coluna foi lavada antes da adição da amostra, até a 
aplicação do volume total. 
Depois de ativada as proteínas, foram adicionadas a 5,0 mL de suspensão de 
lipossomas previamente preparados pelos procedimentos descritos anteriormente. 
Adicionou-se 280 J.LL de borohidrato de sódio, ajustou-se o pH a 9,5, incubando durante 24 
horas à temperatura ambiente, para a ligação covalente das proteínas à superficie dos 
lipossomas. Após esse tempo, a solução foi colocada em célula de ultrafiltração para 
separação das proteínas que não foram ligadas. 
As proteínas ligadas foram quantificadas por diferença entre a quantidade inicial e a 
não ligada. A análise qualitativa das proteínas ligadas na superficie das vesículas foi feita 
por eletroforese SDS-PAGE. O procedimento para esta análise foi descrito em 3.3.7. 
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4.0) Resultados e Discussão 
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Os resultados experimentais e discussão que serão apresentados nos itens 
subseqüentes estão estruturados da seguinte forma: na primeira parte são apresentados os 
coeficientes de partição das proteínas no sistema octanol-água, o rendimento na preparação 
dos lipossomas, os métodos de separação das proteínas não encapsuladas, e o diâmetro 
médio e distribuição de tamanhos das vesículas. Na segunda parte é apresentado o 
comportamento do encapsulamento das proteínas individuais e em misturas em lipossomas. 
Finalmente é apresentado os perfis de estabilidade em tensoativo não iônico C12E5 e em 
plasma humano, além da análise da exclusão de proteína(s) no processo de encapsulamento 
e o rendimento no processo de associação das proteínas em mistura à superficie dos 
lipossomas. 
4.1) Coeficiente de Partição das Proteínas no Sistema Octanol/Água 
O comportamento de partição das proteínas nas fases hidrofilica e hidrofóbica do 
sistema octanol/água (1-octanol/água) é apresentado na Tabela 4. 
Tabela 4 - Partição das proteínas BSA, Mioglobina e Citocromo C no sistema octanol/água. 
Proteína Concentração na fase aquosa Coeficiente de Partição 
mg/mL 
BSA 0,9800 0,0200 
Mioglobina 0,9997 0,0003 
Citocromo C 0,9995 0,0005 
Os dados obtidos mostram que a migração para a fase aquosa foi preferencial para a 
proteína BSA e total para a Mioglobina e Citocromo C. Esses resultados indicam que no 
processo de encapsulamento essas proteínas deverão se localizar preferencialmente na 
região mais hidrofilica da estrutura dos lipossomas que é o cerne aquoso, podendo também 
serem adsorvidas na superficie das vesículas. 
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4.2) Rendimentos na Preparação dos Lipossomas 
Os rendimentos da preparação dos lipossomas com razão molar 70:30 (DSPC:Col) 
pelo método da hidratação do filme seco de lipídios expressos em termos de concentração 
de fosfolipídios foram em média 80% (devido a perdas no processo de extrusão) para os 
lipossomas unilamelares e 90% para os multilamelares, esses resultados estão de acordo 
com os estudos desenvolvidos por Lasic, 1993. 
4.3) Separação dos Lipossomas das Proteínas não Encapsuladas 
Foram utilizadas duas técnicas, uma delas a cromatogra:fia de permeação (exclusão) 
em gel usando os géis de sephadex G-100 e sepharose CL-6B e a ultrafiltração. 
Realizaram-se as separações e recuperações das proteínas não encapsuladas e os resultados 
foram comparados. Na maioria dos trabalhos publicados na literatura as técnicas de 
cromatogra:fia de permeação em gel (com vários tipos de géis) e a ultracentrifugação são 
muito utilizadas. Além dessas técnicas, o método da diálise também é muito utilizado, 
como descrito em Fogerite, G. S. e Mannino, R. J., 1985, na separação de lipossomas 
grandes dos agentes não encapsulados. Nesse trabalho, em questão, introduziu-se o método 
da ultrafiltração como alternativa para separações, que pouco são mencionados em 
pesquisas. Em alguns trabalhos como de Freitas, Jr., 1997, esta metodologia foi utilizada 
como uma das etapas do processo de separação, como auxílio para separação dos agentes 
não encapsulados. 
4.3.1) Influência do Gel na Separação de Lipossomas Unilamelares (SUV's) da 
Proteína Albumina de Soro Bovino (BSA) 
Os perfis de eluição para a separação de lipossomas unilamelares pequenos (SUV's) 
da proteína BSA não encapsulada são apresentados nas Figuras 13 e 14 para os géis 
sephadex G-1 00 e sepharose CL-6B respectivamente. 
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Figura 13 - Perfil de eluição para a separação da proteína BSA não encapsulada de 
lipossomas unilamelares (SUV's) pela técnica de crornatografia de perrneação em gel (com 
o gel Sephadex G-100). 
Figura 
0,4 -r---------,,----------------. 
0,3 
0,2 
0,1 
o 
Separação com Sepharose CL-6B 
-!11- Lipossomas (SUV's) (340 nm) 
Proteína BSA (562 nm) 
Frações (2,5mL) 
80 
- Perfil de eluição para a separação da proteína BSA não encapsulada de 
lipossomas unilamelares (SUV's) pela técnica de cromatografia de permeação em gel (com 
o gel Sepharose CL-6B). 
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Os resultados mostrar~ através da resolução dos picos referentes aos lipossomas e 
a proteína, que a melhor separação foi obtida com o gel sepharose CL-6B quando 
comparada ao gel sephadex G-1 00, embora ambos os géis apresentassem diâmetro de corte 
superior à dimensão de proteínas de peso molecular semelhante a BSA. A separação nesses 
géis no entanto não é total, havendo uma região significativa de sobreposição entre 
lipossomas e proteínas nos perfis de eluição. 
Analisando a recuperação da proteína BSA não encapsulada, obteve-se em média 
cerca de apenas 30% nas frações de eluição quando foi utilizado o gel sepharose CL-6B e 
10% de recuperação quando se utilizou o gel sephadex G-100. Por outro lado, quando foi 
testada a eluição da proteína Citocromo C e da Mioglobina, foi observado uma grande 
retenção na matrix do gel, evidenciado pela coloração dessas proteínas e pela análise das 
mesmas no eluído. Esses resultados foram diferentes daqueles obtidos por Freitas, Jr., 1997, 
que obteve bons resultados quando utilizou sepharose CL-6B na separação da BSA não 
encapsulada, já com o sephadex G-1 00 os resultados foram semelhantes a este trabalho. 
Outros métodos de separação são largamente utilizados, principalmente a 
ultracentrifugação, a qual consegue-se excelentes resultados na separação de extratos 
protéicos (Genin, I., e col., 1994; Davis, D., e Gregoriadis, G., 1987). 
4.3.2) Comparação da Eficiência de Separação e Recuperação das Proteínas 
Individuais e Misturas pelas Técnicas de Permeação em Gel e Ultrafiltração 
Utilizando a técnica de ultrafiltração, como alternativa, para a separação das 
proteínas não encapsuladas, foram obtidos resultados bem melhores comparados à 
cromatografia com os géis anteriormente estudados. Com a ultrafiltração os lipossomas 
foram completamente retidos na membrana. Na Tabela 5 são apresentados os valores 
obtidos para a recuperação da proteína BSA por ambas as técnicas, cromatografia de 
permeação em Gel (sephadex G-100 e sepharose CL-6B), onde a melhor recuperação 
ocorreu com o gel sepharose CL-6B, e ultrafiltração em membrana de policarbonato. 
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Tabela 5 - Recuperação da Proteína BSA através das técnicas de Cromatografia de 
permeação em Gel (sephadex G-100 e sepharose CL-6B e Ultrafiltração em membrana de 
policarbonato. 
Técnica Recuperação (média) 
Permeação em Gel 30% 
Ultrafiltração 80% 
Os resultados mostram a superioridade da técnica de ultrafiltração para a separação 
em questão, embora cerca de 20% das proteínas fiquem provavelmente adsorvidas na 
membrana da célula de separação. Na Tabela 6 são apresentados os resultados para a 
recuperação das proteínas não encapsuladas separadas por ultrafiltração, após o seu 
encapsulamento nas formas individuais e em mistura em lipossomas multilamelares. 
Técnicas de separação combinadas com excelentes resultados podem ser utilizadas, como 
no trabalho realizado por Audera, C., e col., 1991, na separação de extratos alergênicos dos 
lipossomas. 
Tabela 6 - Recuperação das proteínas não encapsuladas individuais e em misturas após 
ultrafiltração. 
Proteínas Individuais % de Recuperação de Proteínas 
BSA 76,6 
Mioglobína 84,2 
Citocromo C 81,0 
Misturas de Proteínas 
Proteína inicial total (mg/mL) 
1,36 79,5 
3,50 75,3 
Os estudos de William, A. S. e Stewart, G. A., 1989, mostraram que a recuperação 
das proteínas não encapsuladas de extratos alergênicos de ácaros, quando separadas de 
lipossomas multilamelares não atinge valores satisfatórios (58%), já na separação dos 
lipossomas unilamelares e ML V' s-REV a recuperação atingia 95% e 72% respectivamente, 
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utilizando a técnica de ultracentrifugação. Isso pode indicar uma perda de proteínas no 
processo de preparação. Já nesse trabalho a recuperação das proteínas tanto individuais 
como em misturas possuem uma recuperação na ordem de 80% quando separadas dos 
lipossomas multilamelares, mostrando a viabilidade da aplicação desta metodologia. 
4.4) Diâmetro Médio e Distribuição de Tamanhos dos Lipossomas 
4.4.1) Lipossomas Unilamelares (SUV's) 
Os diâmetros médios das vesículas vazias e com a proteína BSA encapsulada em 
lipossomas unilamelares (SUV's) são apresentados na Tabela 7. As análises de distribuição 
de tamanhos e diâmetro médio foram realizadas em soluções de lipossomas previamente 
separadas das proteínas não encapsuladas, com suas respectivas razões molares (PIL) 
determinadas, sendo consideradas como razões finais. 
Tabela 7- Diâmetros médios de lipossomas unilamelares (SUV's) vazios e encapsulando a 
proteína BSA a várias razões molares Proteína/Lipídio final. 
Lipossomas Diâmetro Médio (nm) 
Vazio 123,9 
Encapsulando BSA 
(P/L) final= 8,80 x 10 -5 132,2 
(P/L) final= 1,05 x 10-4 138,5 
(PIL) final= 1,14 x 10-4 165,1 
(P/L) final= 1,18 x 10-4 165,9 
Dos resultados obtidos observou-se um aumento de 6,7 a 33,3% no diâmetro médio 
das vesículas quando a razão molar entre a quantidade de proteínas encapsuladas e lipídios 
total variou de 8,8 x 10 -s a 1,18x 10-4. A distribuição de tamanhos dessas vesículas foi 
bem estreita com uma polidispersividade que variava de 0,073 à O, 166. Os relatórios 
correspondentes à determinação desses parâmetros através da técnica de "Espalhamento 
Quase Elástico de Luz" são apresentados no apêndice 4. Os resultados obtidos estão de 
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acordo com aqueles apresentados por Freitas, Jr., 1997, havendo pouca alteração na 
diferença do raio e distribuição de tamanhos das vesículas vazias e com a proteína BSA 
encapsulada. Estas alterações podem ser devidas às interações hidrofilicas com a superficie 
das vesículas e as próprias interações Proteína-Proteína. 
4.4.2) Lipossomas Multilamelares (MLV's) 
Os lipossomas multilamelares vazios apresentaram diâmetros médios variando de 
139,3 a 4452,0, com a maior freqüência 7,6%, em 628,6 nm. A distribuição de tamanhos 
não variou significativamente com a razão Proteína/Lipídio final, com as faixas de 
diâmetros apresentadas na Tabela 8 para as diferentes proteínas encapsuladas. 
Tabela 8 - Faixas de diâmetros das vesículas multilamelares encapsulando as proteínas 
BSA, Mioglobina e Citocromo C. 
Proteína Encapsulada Faixa de Diâmetro das Vesículas (nm) 
BSA 250 a 7000 
Mioglobina 200 a 5700 
Citocromo C 238 a 6000 
Os resultados obtidos, mostram uma grande variação nos tamanhos das vesículas 
encapsulando as proteínas BSA, Mio e Cit C com baixa freqüência na distribuição dos 
tamanhos, neste caso não há possibilidade de termos um diâmetro médio devido a essa 
heterogeneidade das soluções, essa observação foi mencionada nos estudos de Lasic, 1993 
e Gregoriadis, 1988. No apêndice 4 são apresentados os relatórios típicos das medidas da 
distribuição de tamanhos das vesículas multilamelares. 
4.5) Encapsulamento de Proteínas Individuais e em Misturas 
Os resultados da incorporação das proteínas individuais e em misturas de diferentes 
composições nas vesículas fosfolipídicas foram analisados através dos perfis que 
relacionam as razões (PIL) inicial e final observando as curvas de saturação, e a eficiência 
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de encapsulamento apresentados nas Figuras 15 a 21 e Tabelas 9 (a e b) a 11. A medida da 
razão (P/L)iniciat foi realizada antes do processo de encapsulamento e separação das 
proteínas não encapsuladas dos lipossomas e a razão (P/L)finat foi medida após esses 
processos. 
4.5.1) Perfis de Encapsulamento da Albumina de Soro Bovino (BSA) em Lipossomas 
Unilamelares (SUV's) e Multilamelares (MLV's) 
Na Figura 15 é apresentado o comportamento do encapsulamento da proteína BSA 
em lipossomas unilamelares e multilamelares. Os lipossomas foram preparados com razão 
molar de 70:30 (DSPC:Col). Essa razão foi utilizada como um valor intermediário dos 
resultados obtidos por Freitas, Jr., 1997 que comparou a estabilidade em tensoativo C12E5 
de duas formulações com razões molares de 60:40 e 80:20 (DSPC:Col) respectivamente, 
sendo a primeira razão a que obteve melhor estabilidade no tensoativo. Resultados 
semelhantes foram observados quando se utilizou a formulação com razão molar de 70:30 
(DSPC:Col) neste trabalho (não mostrado). 
3,0x1 a·• -;-------------.-----------. Encapsulamento de BSA em: 
-•- Lipossomas (SUV's) 
Lipossomas (MLV's) 
0,0 .... ---.----,---....---.,...--...---....---..----; 
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 
(P /L) inicial 
Figura 15 - Perfis de encapsulamento da proteína BSA em lipossomas unilamelares 
(SUV's) e multilamelares (ML V's) de razão molar 70:30 de DSPC:Col. As razões (P/L)iníciai 
e (P/L)finai são referentes as razões (P/L) medidas antes e após os processos de 
encapsulamento e separação das proteínas não encapsuladas dos lipossomas. 
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Os perfis mostram que o encapsulamento depende das razões (P/L)inicíal· Para ambos 
os tipos de lipossomas, a ordem de grandeza da razão (P/L)finai foi sempre 100 vezes menor 
que a razão (P/L)iníciai· A saturação na região de maior encapsulamento apresentou-se 
aproximadamente a partir da razão (P/L)íniciai 1,50*10"2 correspondendo à razão (P/L)final da 
ordem de 1 *104 para os lipossomas unilamelares e (P/L)iníciai 9,56*10"3 correspondendo à 
razão (P/L)finai 2,28*104 para os multilamelares. Na Figura 16 são apresentados os perfis 
de eficiência de encapsulamento para as várias razões (P/L)iniciai em lipossomas 
unilamelares e multilamelares. Os resultados mostram que em ambos os casos a eficiência 
de encapsulamento decresce com o aumento da razão (P/L)íníciai . Nas regiões de máximo 
encapsulamento as eficiências foram 1,60% e 3,13% para as soluções de lipossomas 
unilamelares com razão (P/L)inícial 5,48*10-3 e multilamelares com razão (P/L)íniciai 
4,32*10-3 respectivamente. 
3 
2 
Encapsulamento de BSA em: 
-•- Lipossomas (SUV's) 
Lipossomas (ML V's) 
o.-----r---~----~----~----~--~----~--~ 
0,0 1 ,Ox1 o-2 2,0x1 o-2 3,0x1 o-2 4,0x1 o-2 
(P /L) inicial 
Figura 16 - Perfis de eficiências de encapsulamento da proteína BSA em lipossomas 
unilamelares (SUV's) e multilamelares (ML V's) de razão molar 70:30 de DSPC:Col. As 
razões (P/L)iniciai e (P/L)finat são referentes as razões (P/L) medidas antes e após os processos 
de encapsulamento e separação das proteínas não encapsuladas dos lipossomas. 
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Esses resultados mostram que para a proteína BSA, o tamanho e lamelaridade dos 
lipossomas influenciam na quantidade final da proteína encapsulada. Nas tabelas 9a e 9b 
são apresentados os valores numéricos das razões (PIL) inicial e fmal, bem como os valores 
das eficiências de encapsulamento para lipossomas unilamelares e multilamelares 
respectivamente, usados na construção das Figuras 15 e 16. Comparando com resultados 
obtidos por Shahum, E. e Thérien, M., 1988, observou-se que as melhores eficiências de 
encapsulamento ocorreram com razão em tomo de 105 !J.g de BSAI!J.mol de Fosfolipídios 
para lipossomas unilamelares. Já neste trabalho, os melhores resultados ocorreram com as 
razões (PIL)final de 5,9 !J.g de BSAI!J.mol de Fosfolipídio ((PIL)final 8,8*10-5) e 9,0 !J.g de 
BSAI!J.mol de Fosfolipídio ((PIL)finai 1,35*104 ) para lipossomas unilamelares e 
multilamelares respectivamente, não estando de acordo com Shahum, e Thérien, M., 
1988, que obtiveram melhor capacidade de encapsulamento, encapsulando a mesma 
proteína, isso pode ser devido à composição dos lipossomas com outros fosfolipídios 
(DMPC e DPPE), outra solução tampão, entre outros compostos usados no meio de 
hidratação. Em outra pesquisa desenvolvida por Thérien, M., e col., 1991, observou-se 
que com o aumento das concentrações de hidratação das soluções de BSA, menores 
eficiências de encapsulamento eram obtidas, como observado neste trabalho. 
Tabela 9a- Razões molares, (PIL)inicial e (PIL)finai, e percentagens de encapsulamento para 
lipossomas unilamelares (SUV's) com composição molar 70:30 (DSPC:Col) encapsulando 
a proteína BSA à concentrações iniciais da solução de hidratação de 2,0 a 8,0 mg/mL. 
Lipossomas (SUV's) Razão (PIL)inicial Razão (PIL)final %E 
encapsulando: 
BSA (2,0 mg/mL) 5,48*10- 8 8*10-) 
' 
1,60 
BSA (4,0 mg/mL) 1 50*10-2 , 1,26*10 0,76 
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Tabela 9b- Razões molares, (P/L)inicial e (P/L)final e percentagens de encapsulamento para 
lipossomas multilamelares (l\1L V's) com composição molar 70:30 (DSPC:Col) 
encapsulando a proteína BSA à concentrações iniciais da solução de hidratação de 2,0 a 
16,0 mg/mL. 
Lipossomas ML V's Razão (P /L )inicial Razão (P /L )final %E 
encapsulando: 
BSA (2,0 mg/mL) 4 32*10-J , 1 35*104 
' 
3,13 
BSA(4,0 mg/mL) 9,58*10 _ _, 2,28*104 2,39 
BSA (6,0 mg/mL) 1 37*10-2 , 2 37*104 
' 
1,73 
BSA (8,0 mg/mL) 1,82*10-L 2 02*104 
' 
1,11 
BSA (16,0 mg/mL) 3,52*10-L 2 04*104 , 0,58 
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4.5.2) Influência do Peso Molecular no Encapsulamento Individual de Proteínas em 
Lipossomas Multilamelares (MLV' s) 
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Os perfis de encapsulamento para as proteínas BSA, Mioglobina e Citocromo C, 
encapsuladas individualmente são mostrados nas Figuras 17 e 18 e seguem os dados 
numéricos descritos na Tabela 10. 
';;! 
!.É 
4,0x104 -r---------,---------------, 
3,0x1 04 
2,0x1 04 
1 ,Ox1 04 
Li posso mas !viL v· s Encapsulando: 
BSA 
Mioglobina 
Citocromo C 
0,0 ...---....---,r--...----;-----r--;----.----,-----1 
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 
(P /L) inicial 
Figura 17 - Perfis de encapsulamento das proteínas BSA, Mioglobina e Citocromo C 
encapsuladas individualmente a várias razões (P/L) inicial e final em lipossomas 
multilamelares (ML V's) de razão molar 70:30 (DSPC:Col). As razões (P/L)inicial e (P/L)final 
são referentes as razões (P/L) medidas antes e após os processos de encapsulamento e 
separação das proteínas não encapsuladas dos lipossomas. 
Os resultados mostram que em todos os casos a capacidade máxima de 
encapsulamento foi obtida em baixas razões (P/L)inicial , para todas as proteínas, 
decrescendo a maiores razões. Os resultados estão de acordo com o trabalho desenvolvido 
por Thérien, e col., 1991. Maiores concentrações de proteínas parecem saturar as 
camadas externas dificultando a acomodação das mesmas nas lamelas fosfolipídicas e 
resultando no decréscimo da capacidade de encapsulamento para as mesmas em condições 
de hidratação do filme seco de lipídios. Esse efeito é mais acentuado para o Citocromo C, 
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que com o aumento das razões (PIL)inicia! os valores das razões (PIL)finai são muito sensíveis 
e decrescem rapidamente, quando comparado com as outras proteínas estudadas. O 
comportamento dos perfis da Figura 18 indica que a capacidade de encapsulamento não é 
determinada pelo tamanho ou peso molecular das proteínas, mas pelas suas interações com 
a matrix fosfolipídica no processo, já que os perfis apresentaram valores de (PIL)finai bem 
próximos na máxima região de encapsulamento. Os perfis foram aproximadamente iguais 
para as proteínas BSA e Mioglobina, e diferentes quando comparados à proteína Citocromo 
C, apesar da diferença de pesos moleculares ser grande entre o BSA e as outras duas 
proteínas estudadas. Os perfis de eficiência de encapsulamento são apresentados na Figura 
18. Esses resultados confirmam a maior importância das interações Proteína-Lipídio em 
relação ao peso molecular ou tamanho no processo de hidratação do filme seco de lipídios. 
4~----------------~----------------------~ 
3 
Lipossomas ML V's Encapsulando: 
BSA 
Mioglobina 
Citocromo C 
04----,----~---,----~~~~~~==~==~~~ 
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 
(P /L) inicial 
Figura 18 - Perfis de eficiências de encapsulamento de lipossomas multilamelares com 
razão molar 70:30 (DSPC:Col) encapsulando as proteínas BSA, Mioglobina e Citocromo C 
individualmente a várias razões (PIL) inicial. As proteínas BSA e Mioglobina possuem 
perfis semelhantes. 
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Na tabela 10 são apresentados os valores numéricos das razões (PIL) inicial e fmal e 
as eficiências de encapsulamento utilizados na construção das Figuras 15 e 16. 
Tabela 10 - Razões (PIL) inicial e fmal, e percentagens de encapsulamento, referentes às 
proteínas BSA, Mioglobina e Citocromo C encapsuladas em l\1L V's. 
Proteínas Razão (P /L )inicial Razão (P /L )final %E 
Concentrações Soluções de 
hidratação (mg/mL) 
Albumina de Soro Bovino 
2,0 4,32*10-.) 1 35*104 
' 
3,13 
4,0 9 56*10-j 
' 
2 28*104 , 2,39 
6,0 1 37*10-2 
' 
2,37*104 1,73 
8,0 1 82*10-2 
' 
2 02*104 
' 
1,11 
16,0 3 52*10-2 
' 
2 04*104 , 0,58 
32,0 7 28*10-2 
' 
1 46*104 , 0,20 
Mioglobina 
0,8 6,75*10-.) 2 40*104 , 3,55 
2,0 1 61 *10-2 
' 
1 79*104 
' 
1,11 
4,0 3 36*10-2 
' 
1 91 *10-4 , 0,56 
6,0 4 88*10-2 
' 
1,46*104 0,30 
8,0 6 45*10-2 
' 
1 35*104 
' 
0,21 
Citocromo C 
0,8 9 82*10~3 
' 
1 43*1()4 , 1,46 
2,0 257*10-2 
' 
2 65*104 
' 
1,03 
4,0 4,53* l0-2 2,72*W 0,06 
6,0 7,87*10-2 2,36*i:lf5 0,03 
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4.5.3) Encapsulamento de Misturas de Proteínas em Lipossomas Multilamelares 
(MLV's) 
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Na Figura 19 é apresentado o comportamento do encapsulamento de misturas de 
proteínas de diferentes composições em lipossomas multilamelares. Foram preparadas três 
misturas com razões molares de 20:40:40, 40:20:40 e 40:40:20 de Cit C:Mio:BSA 
respectivamente, sendo que para cada dois conjuntos dessas três proporções foram 
totalizados nas concentrações totais de proteínas, sendo urna delas com concentração de 
1,36 mg/mL (mistura tipo 1) e a outra com 3,50 mg/mL (mistura tipo 2). Esses valores 
foram baseados na faixa de razão molar inicial Proteína total/Lipídio de maior capacidade 
de encapsulamento das proteínas individuais que obtiveram as melhores eficiências de 
encapsulamento (os melhores resultados ficavam em tomo de 2,0 mg/mL relativo à 
concentração total de proteínas). Os valores numéricos obtidos e usados na construção da 
Figura 19 são apresentados na Tabela 11. 
3,0x10 4 .,.----------------------, 
2,0x10 4 
Lipossomas MLV's Encapsulando: 
Mistura I (1,36 mg/mL) 
20:40:40 (Cit C:Mío:BSA) 
40:20:40 
40:40:20 
Mistura 2 (3,50 mg/mL) 
X 20:40:40 (Cit C:Mío:BSA) 
40;20:40 
40:40:20 
0,0 +----...--------;---L--~-----.--__J 
0,00 0,01 0,02 
(P /L) inicial 
Figura 19 - Perfil de encapsulamento das proteínas em misturas 1 e 2 de composições 
molares (20:40:40), (40:20:40) e (40:40:20) Cit C:Mio:BSA respectivamente, em função 
das razões Proteína/Lipídio inicial. As razões (PIL)inicial e (PIL)finai são referentes as razões 
(PIL) medidas antes e após os processos de encapsulamento e separação das proteínas não 
encapsuladas dos lipossornas. 
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Os dados obtidos mostram que para as razões (PIL)finai , tiveram valores bem 
próximos para todas as composições de cada mistura, podendo-se considerar um valor 
médio de (PIL)finai de 2,26*104 para mistura tipo 1 (mistura 1) e 2,39*104 para a mistura 
tipo 2 (mistura 2). Os perfis apresentados na Figura 20 mostram que a eficiência de 
encapsulamento também é independente da composição individual das proteínas na 
mistura, apresentando decréscimos significativos com o aumento da razão (PIL)iniciai da 
mistura. 
5,-----------------------,-------------------, 
4 
3 
2 
Lipossomas MLV's Encapsulando: 
Mistura l (!,36 mg/mL) 
'fll 20:40:40 (Cit C:Mio:BSA) 
40:20:40 
40:40:20 
Mistura 2 (3,50 mg/mL) 
X 20:40:40 (Cit C :Mio:BSA) 
40:20:40 
- 40:40:20 
0~--------~------~--------~------~------~ 
0,00 0,01 0,02 
(P /L) inicial 
Figura 20 - Perfil de eficiências de encapsulamento das proteínas em misturas 1 e 2 de 
composições molares 20:40:40, 40:20:40 e 40:40:20 de Cit C:Mio:BSA respectivamente, 
em função das razões Proteína/Lipídio inicial. 
Comparando os resultados das misturas de proteínas utilizadas neste trabalho com 
os resultados obtidos por Freitas Jr., 1997, para extratos de ácaros com proteínas na mesma 
faixa de peso molecular, observou-se que houve semelhança na tendência da variação das 
eficiências de encapsulamento com as razões (PIL)micial , porém a quantidades de proteínas 
encapsuladas neste trabalho são maiores que as obtidas no encapsulamento do extrato bruto 
de ácaros. Neste trabalho, a mistura 1 com razões (PIL)inicial = 5.67*10-3 (0.202 mg/mM), 
5.87*10-3 , (0.201 mg/mM) e 7.81 *10-3 (0.197 mg/mM), apresentou eficiências de 
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encapsulamento de 3,89, 3,94 e 2,90 respectivamente. A mistura 2 com razões (P/L)inicial = 
1,39*10-2 (0,495 mg/mM), 1,44*10-2 (0,493 mg/mM) e 1,98*10-2 (0,500 mg/mM) 
apresentou eficiências de encapsulamento de 1,86, 1,74, 1,04 respectivamente, e no caso 
do encapsulamento do extrato bruto de ácaros, de Freitas, Jr, as razões (P/L)inicial = 0,490, 
0,445 , 0,324 e 0,210 mg/mM forneceram eficiências de encapsulamento de 0,60 , 0,78 , 
0,80 e 1,1 respectivamente, mesmo tratando-se de proteínas com faixa de tamanhos 
semelhantes (6-96 k:Da). Essas diferenças devem-se provavelmente à complexidade do 
extrato bruto de ácaros, e as diferentes interações das proteínas com os lipídios. Na Tabela 
7 são apresentados os valores numéricos que foram usados na construção das Figuras 19 e 
20. Genin, I., e col., 1994, obtiveram eficiências de encapsulamento em tomo de 30% ou 
2/3 dos alergenos totais, podendo chegar a 50% com as proteínas associadas 
superficialmente às vesículas, que dependiam do tipo de lipossomas e o modo de 
tratamento dos extratos alergênicos (acidificação ou não). Audera, C., e col., 1991, 
utilizando o fosfolipídio DPPC (DPPC:Col de 60:40), na preparação de lipossomas 
unilamelares, obtiveram uma eficiência de encapsulamento em tomo de 5,0%, próximos 
aos desse trabalho. Estes autores observaram que o aumento da quantidade de colesterol, 
contribuía para altas eficiências de encapsulamento. Os resultados obtidos por William, A., 
S., e Stewart, G., A, 1989, para o encapsulamento de alergenos de ácaros em lipossomas 
SUV's, MLV's e MLV's-REV obtiveram altas eficiências de encapsulamento (36,0%, 
29,0% e 14,0%) respectivamente, e comparando com os resultados obtidos neste trabalho 
com os lipossomas ML V's observou-se uma grande diferença na capacidade de 
encapsulamento das misturas (3,58% em média) contra os 29% obtidos por McWilliam, A. 
S., e Stewart, G. A. 
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Tabela 11 -Razões (PIL) inicial e final e as percentagens de encapsulamento das misturas 
de proteínas com BSA, Mioglobina e Citocromo C. As soluções de hidratação possuem 
concentrações totais de: tipo (1) 1,36 mg/mL e tipo (2) 3,50 mg/mL respectivamente. 
Mistura 
Tipo Proteínas Proporção (%) (PIL)m (P!L)tin %Enc 
(1,36 mg/mL) 
2 
(3,50 mg/mL) 
40 1,98*10-2 2,07*104 1,04 
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4.5.4) Comparação entre o Encapsulamento das Proteínas Individuais e Misturas 
em Lipossomas Multilamelares (MLV's) 
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Uma comparação entre a capacidade de encapsulamento das proteínas individuais e 
em misturas nas composições molares (20:40:40), (40:20:40) e (40:40:20) Cit C:Mio:BSA 
respectivamente é apresentada nas Figuras 21 e 22. Esses resultados mostram que 
aparentemente a capacidade de encapsulamento das misturas é determinada pelos perfis das 
proteínas individuais BSA e Mioglobina. O tamanho ou peso molecular parece não 
influenciar na capacidade dos lipossomas para o encapsulamento das proteínas em mistura, 
prevalecendo as interações das proteínas com os lipídios na estrutura multilamelar das 
vesículas. 
4,0x1o-• 
;; 
..§ 
~ 2E 2,0x10-4 
'--" 
1 ,Ox1 0-4 
Lipossomas ML V's Mistura 1 (1,36 mg/mL) Mistura 2 (3,50 mg/mL) 
(Cit C:Mio:BSA) (Cit C:Mio:BSA) 
BSA 20:40:40 -X- 20:40:40 
-O-Mio 
-A-CitC 
40:20:40 
-- 40:40:20 
40:20:40 
--- 40:40:20 
0,0._--~----~----~--~----~---T----~--~~ 
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 
(P /L) inicial 
Figura 21 - Comparação entre os perfis de encapsulamento das proteínas individuais e em 
mistura (1 e 2) com proporções molares: (20:40:40), ( 40:20:40) e ( 40:40:20) Cit C:Mio: 
BSA respectivamente, em função da razões Proteína/Lipídio inicial. As razões (PIL)iniciai e 
(P/L)finai são referentes as razões (PIL) medidas antes e após os processos de 
encapsulamento e separação das proteínas não encapsuladas dos lipossomas. 
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Na Figura 22 é apresentada uma comparação entre as eficiências de encapsulamento 
das proteínas individuais e em misturas, com as mesmas composições molares já 
mencionadas. Da mesma maneira, há uma tendência para que a eficiência de 
encapsulamento das misturas seja determinada pelos perfis individuais de BSA e 
Mioglobina, para todas as razões Proteína/Lipídio inicial. todos os casos as proteínas 
BSA e Mioglobina apresentaram perfis semelhantes nas formas individuais e em mistura, 
enquanto que o perfil de eficiência de encapsulamento do Citocromo C apresentou valores 
bem menores que os anteriores. 
4,-~--------------------.-------------------~ 
3 
2 
Lipossomas ML V' s Encapsulando: 
BSA 
-<~~~-Mio 
Cit C 
Mistura l (1,36 mg/mL) 
-Y- 20:40:40 (Cit C:Mio:BSA) 
40:20:40 
40:40:20 
Mistura 2 (3,50 mg/mL) 
-X- 20:40:40 (Cit C:Mio:BSA) 
40:20:40 
40:40:20 
0~--~---r---r--~~~~~=-~==~==-~~=-~-~~ 
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 o 
(P /L) inicial 
Figura 22 - Comparação entre os perfis de eficiências de encapsulamento das proteínas 
individuais e em mistura e 2) com proporções molares: 20:40:40, 40:20:40 e 40:40:20 de 
Cit C:Mio:BSA respectivamente, em função das razões Proteína/Lipídio inicial. 
4.6) Estabilidade de Lipossomas Encapsulando Proteínas Individuais e 
Misturas de Proteínas em Tensoativo não Iônico C12E5 e em Plasma Humano 
Foram realizados vários testes de estabilidade com várias formulações de 
lipossomas em tensoativo não iônico C12E5 (Polioxietileno 5 Lauril Éter) e em plasma 
humano. Os perfis de estabilidade são apresentados nas Figuras 23 a 29. As absorbâncias 
foram normalizadas de acordo com o item 3.3.6 pela equação 6. 
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4.6.1) Estabilidade de Lipossomas Encapsulando Proteínas Individuais 
em Tensoativo não Iônico C 12E5 
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As Figuras 23 a 25 mostram os perfis de estabilidade de lipossomas encapsulando 
proteínas individualmente. 
4.6.1.1) Estabilidade de Lipossomas Unilamelares (SUV's) e Multilamelares (MLV's) 
Encapsulando Albumina de Soro Bovino (BSA) em Tensoativo não Iônico 
CuEs 
Na Figura 23 são apresentados os perfis de estabilidade da Albumina de Soro 
Bovino (BSA) encapsulada em lipossomas unilamelares (SUV's) e multilamelares (ML V's). 
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Figura 23 - Estabilidade de lipossomas unilamelares (SUV's) e multilamelares (ML V's) 
encapsulando a proteína BSA em tensoativo não iônico C12E5 em função das razões (PIL) 
fmal. 
Verificou-se que os perfis são semelhantes para ambos os tipos de lipossomas 
(unilamelares ou multilamelares) encapsulando a proteína BSA e não apresentaram 
nenhuma tendência definida de variação do comportamento com as variações das razões 
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(PIL) final das vesículas. Em todos os casos, houve pequena variação positiva ou negativa 
das absorbâncias das soluções, observou-se que para as vesículas unilamelares as variações 
negativas tinham predominância e para os lipossomas multilamelares apresentaram desvios 
positivos, indicando alterações de tamanhos das vesículas em presença de concentrações 
crescentes de tensoativo. Esses resultados indicam que os lipossomas preparados são 
susceptíveis à penetração de moléculas anfifílicas pequenas, tais como as de C12E5 , em sua 
bicamada fosfolipídica mesmo a baixas concentrações do tensoativo. 
4.6.1.2) Estabilidade de Lipossomas Multilamelares (MLV's) Encapsulando 
Mioglobina (Mio) em Tensoativo não Iônico C12E5 
A Figura 24 apresenta os perfis de estabilidade de lipossomas com várias 
formulações encapsulando a proteína Mioglobina. 
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Figura 24 - Estabilidade de lipossomas multilamelares (ML V's) encapsulando a proteína 
Mioglobina em tensoativo não iônico C12E5 em função das razões (PIL) final. 
Nesse caso, observou-se variações positivas das absorbâncias para os lipossomas 
vazios, enquanto que houve uma tendência para variações negativas das absorbâncias para 
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as vesículas contendo proteínas. Nessas últimas situações, aparentemente houve uma 
tendência inicial de redução de tamanhos das vesículas, a baixa concentração de tensoativo, 
característica da troca de lipídios entre vesículas e micelas do tensoativo, seguida do 
aumento da absorbância (crescimento das vesículas) entre 20 e 60% de tensoativo 
aproximadamente, e posterior redução, em conseqüência da desestabilização das bicamadas 
fosfolipídicas das vesículas e formação de micelas. 
4.6.1.3) Estabilidade de Lipossomas Multilamelares (ML V's) Encapsulando 
Citocromo C (Cit C) em Tensoativo não Iônico C12E5 
Na Figura 25 são apresentados os perfis de estabilidade de lipossomas 
multilamelares encapsulando a proteína Citocromo C. 
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Figura 25 - Estabilidade de lipossomas multilamelares encapsulando a proteína Citocromo 
C em tensoativo não iônico C12E5 em função das razões (P/L) fmal. Foram analisados três 
amostras com razões (P/L)final de 2,72*10-5, 2.36*104 e 2,87*104 respectivamente. 
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Os perfis de estabilidade dos lipossomas contendo Citocromo C, mostrados na 
Figura 25, apresentam comportamento semelhante àqueles contendo Mioglobina, em 
relação aos vazios. Para as vesículas contendo proteínas, o comportamento também foi 
semelhante, com um decréscimo inicial sofrido pelas absorbâncias, seguido de aumento na 
faixa entre 20 e 60% de tensoativo, e depois a queda característica da formação de micelas. 
4.6.1.4) Estabilidade de Lipossomas Multilamelares (ML V's) Encapsulando Misturas 
de Proteínas em Tensoativo não Iônico C12E5 
Nas Figuras 26 e 27 são apresentados os perfis de estabilidade de lipossomas 
multilamelares encapsulando as misturas de proteínas (tipos 1 e 2) respectivamente. Foram 
utilizadas as misturas com proporções molares de: 20:40:40, 40:20:40 e 40:40:20 referentes 
à Cit C:Mio: BSA. 
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Figura 26- Estabilidade de lipossomas multilamelares encapsulando misturas de proteínas 
(tipo 1) (concentração total da solução de hidratação de 1,36 mg/mL) em tensoativo não 
iônico C12E5• Foram utilizadas as misturas com proporções molares de: 20:40:40, 40:20:40 
e 40:40:20 referentes à Cit C:Mio: BSA. 
Capitulo IV- Resultados e Discussão 
3 
2 
"' -g
o; 1 -;; 
= 5 
z 
~ § o 
o 
'i" 
-1 M 
'-' 
"' ..0 
<C 
-2 
-3 
o 20 40 
-1111- Lipossomas Vazios (ML v· s) 
(Cit C:Mio:BSA) 
40:40:20 (PIL) ,,=2,07*104 
40:20:40 (P/L) '""=2,50*10_, 
-•- 20:40:40 (P/L) finru=2,59*10_, 
60 80 
83 
100 
Figura 27 -Estabilidade de lipossomas multilamelares encapsulando misturas de proteínas 
(tipo 2) (concentração total da solução de hidratação de 3,50 mg/mL) em tensoativo não 
iônico C12Es. Foram utilizadas as misturas com proporções molares de: 20:40:40, 40:20:40 
e 40:40:20 referentes à Cit C:Mio: BSA. 
Os perfis de estabilidade apresentados nas Figuras 26 e 27 mostram que de uma 
forma geral em todas as formulações utilizadas com as razões molares de proteínas 
20:40:40, 40:20:40 e 40:40:20 (Cit C:Mio:BSA) respectivamente, as soluções sofreram 
inicialmente um decréscimo de cerca de 50% do valor inicial, porém mantiveram-se 
estáveis até a concentração de tensoativo de aproximadamente 60%. A partir desta 
concentração houve indicação de crescimento das vesículas antes da desagregação em 
micelas para a mistura com menor proporção de BSA. Nas misturas com outras proporções 
a fase de crescimento não é observada. Em todas as proporções, observou-se que as 
estruturas são menos sensíveis à variações da concentração do tensoativo, do que os 
lipossomas vazios, isso pode ser devido às interações das proteínas com a superficie da 
bicamada fosfolipídica, além de outras interações possíveis entre as próprias proteínas 
evitando a penetração das moléculas de tensoativo na bicamada promovendo a sua 
desestruturação e conseqüente destruição das vesículas. 
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4.6.2) Estabilidade de Lipossomas Multilamelares (MLV's) Encapsulando Misturas de 
Proteínas em Plasma Humano 
Na Figura 28 é apresentado o perfil de estabilidade de lipossomas ML V's 
encapsulando a mistura (tipo 1) em plasma humano, como feito com o tensoativo C12E5• 
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Figura 28 - Estabilidade de lipossomas multilamelares em plasma humano encapsulando 
misturas de proteínas (tipo (concentração total da solução de hidratação de 1,36 mg/mL). 
Foram utilizadas as misturas com proporções molares de: 20:40:40, 40:20:40 e 40:40:20 
referentes à (Cit C:Mio: BSA). 
Os resultados experimentais da Figura 28 mostram que a exposição do plasma 
humano por 2 horas, não produziu variação significativa na estabilidade dos lipossomas em 
toda a faixa de concentração de plasma nas soluções. Esses resultados podem ser 
observados tanto para vesículas vazias quanto contendo as proteínas em misturas de várias 
composições. Os resultados referentes à mistura 2 são praticamente idênticos (não 
apresentados) a esses resultados. 
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Na Figura 29 é apresentado o perfil de estabilidade de lipossomas ML V's 
encapsulando a mistura (tipo 1) em plasma humano a várias concentrações (10, 30 e 100%). 
-111-lO% Plasma 
1,6 -<~~- 30% Plasma 
100% Plasma 
o' o .rJF--..-...,.---...---,r--o-..--..,.--.--,-......,.---,,..--..--..,.--.-...,.--..,..--! 
o 20 40 60 80 100 120 140 160 
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Figura 29- Estabilidade de lipossomas multilarnelares encapsulando a mistura de proteínas 
(tipo 1) com proporção 40:20:40, e (PIL)finai 2,31 *104 , em plasma humano durante 6 dias 
consecutivos. O ensaio foi realizado na temperatura média de 33 °C. O plasma foi diluído 
em tampão HEPES lOrnM e pH 7,4. 
Nesta análise procurou-se verificar o tempo de estabilidade das vesículas de 
lipossomas (provenientes da mistura (tipo 1 ), com proporção molar 40:20:40 que obteve a 
melhor capacidade de encapsulamento e (P /L )final de 2,31 * 1 04 ) por 6 dias. Os resultados 
mostram que a estabilidade diminui com o tempo à medida que aumenta-se a concentração 
de plasma. Com o plasma totalmente puro (100%), observa-se que o crescimento e a 
agregação das vesículas começou a ocorrer com 20 horas de incubação, prolongando-se até 
40 horas, havendo após esse período a completa desestruturação das vesículas. Para 
aplicações clínicas intravenosas, os lipossomas devem permanecer estáveis por mais de 20 
dias (segundo Gregoriadis, 1988). Embora essas vesículas não tenham atingido esse nível 
de estabilidade, resultados promissores poderiam ser obtidos em aplicações intradérmicas 
ou subcutânea, onde as concentrações de proteínas do plasma são significantemente 
menores que no sangue. 
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4. 7) Análise Qualitativa das Proteínas Encapsuladas a partir de suas Misturas 
A análise qualitativa das proteínas encapsuladas a partir de suas misturas foi feita 
através da eletroforese de amostras dos lipossomas previamente rompidos com o detergente 
Triton X-100. Os resultados obtidos são apresentados na Figura 30 para as misturas com 
composições molares de 20:40:40, 40:20:40 e 40:40:20 referentes à Cit C:Mio:BSA 
respectivamente. 
94kDa 
64kDa 
43kDa 
30kDa 
20,1 kDa 
14,4 kDa 
Figura 30 - Eletroforese SDS-PAGE das misturas de proteínas que foram encapsuladas em 
lipossornas multilamelares após rompimento com Triton X-100. As faixas 1, 2 e 3 
representam as misturas de proteínas com composições molares de 20:40:40, 40:20:40 e 
40:40:20 referentes à Cit C:Mio: BSA respectivamente. 
Observa-se na Figura 30 a presença nítida de bandas na região de peso molecular 
entre 66,7 e 43 kDa dos marcadores, indicando a possível presença da proteína BSA que 
pode ter sido desmembrada nas amostras analisadas, devido a presença de Triton X-100 na 
faixa de menores pesos moleculares aparecem bandas bem claras, indicativas da 
possibilidade da presença da proteína Citocromo C em muito menor proporção. Não há 
bandas perceptíveis na região de peso molecular da Mioglobina (18,8 kDa), podendo 
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indicar a sua exclusão, ou sua presença em concentrações muito baixas nas amostras. Para 
todas as misturas observa-se a predominância da proteína BSA, a de maior peso molecular, 
em relação à Mioglobina e Citocromo C. 
Esses resultados indicam que na incorporação de proteínas na faixa de peso 
molecular de 12 a 66,7 kDa, característica dos extratos alergênicos brutos, pode haver a 
predominância de proteínas de maior peso molecular em lipossomas multilamelares, após o 
encapsulamento pelo método da hidratação do filme seco de lipídios. Segundo os resultados 
de Me William e Stewart, 1989, os ML V' s íncorporaram todas as proteínas pertencentes a 
faixa alergênica (de ácaros) com pesos moleculares de 14,0 a 67,0 kDa, entretanto no 
encapsulamento de MLV's-REV e SUV's observou-se a exclusão de proteínas com pesos 
moleculares de 16,0; 36,0 e 43,0 kDa. Esses resultados demonstraram que as interações 
Proteína-Lipídio constituem o fator determinante do encapsulamento e exclusão de 
proteínas. A capacidade dos lipossomas para o encapsulamento de misturas depende muito 
mais da composição das proteínas constituíntes do que da faixa de pesos moleculares. 
4.8) Associação das Proteínas em Mistura à Superfície dos Lipossomas 
A associação das proteínas em mistura à superficie dos lipossomas foi feita com a 
mistura 1 na proporção molar de 40:20:40 referentes à Cit C:Mio:BSA, através do método 
do periodato, descrito nos itens 3.3.7 e 3.3.8. O rendimento total do processo foi 2,26% em 
relação à proteína total. A análise das proteínas foram feitas pelo método Hartree. No 
trabalho desenvolvido por Shahum, E., e Thérien, H., M., 1988, conseguiu-se um 
rendimento de 80% da proteína BSA utilizada. Os autores Davis, D., e Gregoriadis, G., 
1987 utilizando a proteína toxóide do tétano obtiveram um rendimento médio em tomo de 
63%. Os resultados desse trabalho mostram que pouca quantidade de proteína foi ligada 
covalentemente à superficie das vesículas em comparação aos outros trabalhos citados 
anteriormente, que pode ser devido à composição dos lipossomas com outros fosfolipídios. 
A análise qualitativa das proteínas associadas proveniente da mistura 1 são apresentadas na 
Figura 31 que representa a eletroforese realizada com os lipossomas contendo proteínas 
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ligadas covalentemente à sua superficie. Observa-se a presença de apenas uma banda fraca, 
entre os pesos moleculares 43 e 64 kDa que provavelmente representa a proteína BSA Não 
há indícios da presença de Mioglobina e Citocromo C na amostra analisada. Esse resultado 
indica que na associação covalente de proteínas em mistura à superficie de lipossomas 
multilamelares, usando periodato, pode haver predominância da proteína BSA em relação à 
Mioglobina e Citocromo C. A diluição da amostra, decorrente das várias etapas de 
separação durante a reação e a interferência do periodato, não permite concluir se houve 
exclusão das proteínas de baixo peso molecular. 
Figura 31 - Eletroforese SDS-P AGE da amostra de lipossomas multilamelares com a 
superficie modificada com mistura de proteínas (concentração de hidratação total de 1,36 
mg/mL) com proporções molares de 40:20:40 referentes à de Cit C:Mio:BSA. 
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Neste capítulo, alguns comentários são feitos juntamente com as conclusões gerais 
sobre os resultados obtidos neste trabalho, e a partir destas algumas sugestões são 
apresentadas para futuras pesquisas. 
5.1) Conclusões 
Com os resultados obtidos, pode-se concluir que: 
• Proteínas individuais na faixa de pesos moleculares 12,3 a 66,7 kDa, característica 
de extratos alergênicos brutos, podem ser incorporadas em lipossomas multilamelares 
compostos do lipídio distearoilfosfatidilcolina (DSPC) e colesterol (Col) na razão molar 
70:30 (DSPC:Col), pelo método da hidratação do filme seco de lipídios. 
• A quantidade total de proteínas individuais encapsulada nos lipossomas 
multilamelares, expressa em termos de razão Proteína/Lipídio, (P/L), é sempre 100 vezes 
menor que a razão (PIL) usada na solução inicial, na faixa de 4,32*10-3 a 9,82*10-3 
Proteína/Lipídio, independente do peso molecular da proteína. O encapsulamento é muito 
mais dependente das interações Proteína-Lipídio que do peso molecular das proteínas. 
• O encapsulamento das proteínas em misturas apresentou comportamento 
semelhante ao das proteínas individuais, com predominância da proteína BSA em relação à 
Mioglobina e Citocromo C. 
• Os lipossomas vazios ou encapsulando as proteínas individuais ou em misturas 
apresentaram-se estáveis em presença do tensoativo C12E5 em toda faixa de concentração, 
indicando um bom empacotamento dos lipídios na estrutura dos lipossomas, o qual não 
sofreu alterações significativas com a presença das proteínas. 
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• Em presença de plasma humano, os lipossomas mantiveram-se estáveis até 20 
horas de incubação. Para aplicações clínicas intravenosas, os lipossomas devem permanecer 
estáveis por mais de 20 dias. Embora essas vesículas não tenham atingido esse nível de 
estabilidade, resultados promissores poderiam ser obtidos em aplicações intradérmicas ou 
subcutânea, onde as concentrações de proteínas do plasma são significantemente menores 
que no sangue. 
• Misturas de proteínas, na faixa de pesos moleculares 25,8 a 36,7 k:Da podem 
também ser associadas à superficie dos lipossomas por ligação covalente. Nesse caso, 
houve também a predominância da proteína BSA em relação à Mioglobina e Citocromo C. 
5.2) Sugestões 
• Analisar mais profundamente a exclusão de proteína(s) no processo de 
encapsulamento de misturas. 
• Avaliar, testar, caracterizar e comparar o encapsulamento utilizando extratos 
alergênicos reais em lipossomas multilamelares (ML V's) e unilamelares (SUV's). 
• Administrar as formulações de lipossomas encapsulando extratos rerus em 
experimentos "in vitro" e "in vivo", procurando analisar as respostas imunes e os caminhos 
de indução das respostas imunológicas, inclusive com formulações em que a superficie 
possa ser modificada. 
• Preparar e testar lipossomas com outras formulações (proporções e tipos de 
fosfolipídios mais compatíveis com o sistema imune). 
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Apêndice 1 
Curva de Calibração para o Ensaio Fosfato. 
1,6 -•- Valores Experimentais 
--Valores Ajustados (Regressão Linear) 
Ê 1,2 
c 
g 
e 
~ 
"ü 
c 
<Cil 
-e g 
~ 
0,8 Parameter Value Error 
6 0,55588 0,00501 
0,4 R SD N P 
0,99957 0,01787 8 <0.0001 
0,0 •-...----r--..----,.----.-....,..---.---....--.--...----r---1 
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 
Concentrações (mM) 
Figura A.l Curva de calibração para o ensaio fosfato. 
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Apêndice 2 
Curvas de Calibração para Determinação do Teor de Proteínas 
1,6,------------------------------------------. 
-•-Valores Experimentais 
1,2 --Regressão Linear 
Ê 
c 
~ 
gj 0,8 
·g Unur Regression through orlgln for Dete1_B: Y=a• X 
<("() 
-e Paremeter Value Errar 
o 
~ 0,4 0,08235 9,17893E4 
R SD N 
0,99898 0,02038 12 <0.0001 
o.o~~--r-~~~~,--.-.r-T-~~--~~-,--~~~ 
o 2 4 6 8 10 12 14 16 
Concentrações (micro Molar) 
Figura A.2.a Curva de calibração, da proteína BSA, com o Ácido Bicincônico. 
Ê 
c 
o 
ID 
~ 
C/) 
ro 
0,4 
0,3 
·g 0,2 
<("() 
.c 
o 
15 
<( 0,1 
-•-Valores Experimentais 
--Regressão Linear 
Unes' Regression through orlgln for Date1_8: 
Y= e• X 
Pwemeter Vllllue Error 
0.21457 6.383015-4 
R SD N 
0,99993 0,00139 14 <0.0001 
0,0~-r~~~~~-r-T-,--~~~--~-.r-~~-r~~ 
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8 
Concentração (micro Molar) 
Figura A.2.b Curva de calibração da proteína BSA (Método de Lowry-Modificado ). 
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Curvas de Calibração para Determinação do Teor de Proteínas 
1,0 
-•-Valores Experimentais 
0,8 --Regressão Linear 
Ê 0,6 
c: 
o 
1.(') 
c.o Parameter Value Error 
-(/) 0,4 
.o 
<( 
A ·0,00251 0,00645 
8 0,22195 0,00292 
R SD N P 
0,2 
0,99974 0.0093 5 <0.0001 
0,0 
o 2 3 4 
Concentração (micro Molar) 
Figura A.2c - Curva de calibração da proteína Mioglobina (Método de Lowry-Modificado) 
1,0 
-•-Valores Experimentais 
--Regressão Linear 
0,8 
Ê 0,6 c: 
o 
1.(') 
c.o 
-(/) 
.o 0,4 <( 
0,2 
0,0 
o 2 3 4 
Concentração (micro Molar) 
Figura A.2d - Curva de calibração da proteína Citocromo C (Método de Lowry-
Modificado) 
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Apêndice 3 
Concentrações das Soluções de Hidratação de Proteínas Utilizadas no 
Encapsulamento dos Lipossomas 
Tabela A.3 - Dados referentes às soluções de hidratação das proteínas utilizadas no 
encapsulamento de lipossomas multilamelares. 
Proteínas Concentração (mg/mL) Concentração (rnM) 
4,0 0,0625 
6,0 0,0937 
8,0 0,124 
BSA 16,0 0,250 
32,0 0,500 
0,8 0,0425 
2,0 0,106 
Mioglobina 4,0 0,213 
6,0 0,319 
8,0 0,425 
0,8 0,0649 
2,0 0,162 
Citocromo C 4,0 0,324 
6,0 0,487 
8,0 0,649 
A êndice 
"' 1tl: 
Apêndice4 
Resultados de Análises de Tamanhos dos Lipossomas 
4.1) Lipossomas Multilamelares Vazios 
Relatório àe Análise àe Tamanho àe Particulas/Molécuias 
Titulo da Amostra = Lipos~~omas Vazios 
Deseriçao da Amostra"' ML. V 
Operador= lgor Rlcaroo 
Dados Obtidos em 11105199 às 14:50:33 
Tabela de Dados de Tamanho medido (nm) e % de lntensídade 
Tamanho ·.% lntensldadê 
139.3 0.4 
162.0 1.1 
1mu 2.1 
218.9 3.1 
254.5 4.1 
295.9 5.1 
344.0 6.0 
399.9 6.7 
Intensidade 
Síze lfim'ibmion(ll) txHY'3) 
~ 
I> 35 
Tamalmo % tntensid8de Tamanho 
464.9 7.2 1551.2 
540.5 7.5 1803.3 
628.3 7.6 2096.5 
730.5 7.5 2437.3 
849.2 7.2 2833.4 
987.3 6.8 3294.0 
1147.7 tU 3829.5 
1334.3 5A 4452.0 
Função de Correlação 
CU1'1'elogram (JdOA•J) 
5.1) 
... 
... 
% intensidade 
4,6 
3.7 
2.9 
2.1 
1.4 
0.8 
OA 
0.1 
resíduos 
Rt:Siduals v time 
] 30 _gO.OO·. v 4 Ati 
= o~ 2 u lX..:S.UIJ t:: 2$ 
o 
u 
s lO j{) {{)() 200 
Oiamc:~er 1 nm} ( Jd QA2) Channd 
Cumulants mean (Z Ave) 787.8 Potidispersão 1.000 
P~ OOINSTRIJMEIII'TO 
Con'P•••JtodoOnóa(""'}*63:J 
T~•2S.O 
Ángulo•$00 
~-~>4700 
PAAAME:TROS OE MEO!OA 
Outaçilodo~($)• 60 
Tipo diJ Análi:se .. Corltin 
~-,_Ajus_ .. 1<1 
Razllod!J~"'1.2 
F'rimeito P<:nl<> Ulil<zJII:IO .. «> 
p~OAAMOSTAA 
~{<:!>)"' 0.1190 
~OOSRE.S\Jt.TAOOS 
NaF._• '8.2 
PMAME.TROSOO~ 
T""'')IdoArnoól.tl'liQI!:m~..,.)• 0.5 
F'lltOr do Oüaçlo .. 2 
Mill'lllrlllado~· 29.3 
Calç. fllr pQnt 25795 
pH•NIA 
lndioediJRetr•:6cuto~" 1.331 
lndtcedo flleftaçiodo- .. 2.14/J 
~<»Anloetla• .00 
Razao Sln811Ruido .. t0.1 
Em>® A;ullle .. 0.0032 
F-doAnàllw•100 
Pico t: OiAimeerolill6dí<>•ll71.1 {nm) Moo~s. fllrpoint ~ 
Estes Dados Foram Obtidos No L.aboratório àe Propriedades Coloiâa!S e Reolôgícas 
DPBIFEQJUN!CAMP 
Este Relatório foi impresso em 11/05199 às 14:50:44 
Malvem lnstruments Ltd, Malvern UK +44 1884 892456 
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4.2) Lipossomas Multilamelares Encapsulando Citocromo C 
Relatório de Análise de Tamanho de Partículas/Moléculas 
Titulo da Amostra= Cit C (P/L) final ""~).(l00265 
Descrição da Amostra = Ml V 
Operador= lgor Ricardo 
Dados Obtidos em 11/05199 às 14:54:20 
Tabela de Dados de Tamanho medido (nm) e % de Intensidade 
Tamanho % Intensidade Tamanho % ·lntênsidade Tamanho % Intensidade 
156.9 IM 523.4 7.4 1746.4 
182.4 1.2 608.5 7.7 2:030.3 
2:12.0 2.2 707.4 7.8 2:360.3 
246.5 3.2 822.4 7.6 2743.9 
286.6 4.3 956.1 7.3 3189.9 
333.1 5.3 1111.5 6.7 3708.5 
387.3 6.2 1292.2 6.0 4311.3 
450.2 6.9 1502.2 5.2 5012.0 
Intensidade 
Su:e di>:tribution( s J 
Função de Correlação 
(xl0"3) 
35 
5 lO 50 
Diametcr (nm) (xllY':ZJ 
Correlogram 
100 
Cboonel 
2{)0 
:'>.0 
!o.OU· 
'i:j • 
.:.::.5.0() 
Cumulants mean (Z Ave) 886.8 ?olídíspersão 1.000 
PARÂMETROS DO INSTRI..IMENTO 
~deOnda(nm) •633 
T~•25.0 
Ângulo .. 9(!-0 
EQu~·-4700 
P!IRAMETROS DE MEOIOA 
Ouraçao,. MedJCia ,., .. eo 
T~po do Análise a Contin 
NW'nero def>«<los AjulltAido$" 18 
R!Wiodo~·1.2 
Pl'imlllito Ponto Ulili:i:ado • tiS 
4.3 
3.5 
2.6 
1.8 
1.2 
0.6 
0.3 
0.1 
resíduos 
Rt.-siduals v time 
200 400 
ríme(u~) 
PARÂMETROS OAAMOSTRA 
~(<:;>)• 0,69() 
llH•NIA 
PAAÃMETROS OOS RESUL.TAOOS 
NaFallca• 24,3 
Ra't.6o Sinai/Rulóo. 10.2 
Erro do Ajuste • 0.0025 
FallcadeANiiM" 100 
PARÀMETROS 00 CORREL.AOOR 
Tempode~(tll<)"' 0.$ 
F ~~~~:>r óe Dilllçio" 2 
Míi!WWde~· 29,3 
Cale. tw PQinl 2573$ 
lndlcedoRefJaçiOdo ~-1.331 
indice de RefJaçiOde AM:Iamt .. 2.740 
~-AM:Iamt· .00 P!C:O 1, Oiirnoltto Mliodio" 938.1 (nm) Moa~~. ftll pomt 29131 
Estes Dados Foram Obtidos No LabOratório de Propriedades Coloidais e Reológicas 
DPBIFEOIUNICAMP 
&te Relatório foi impresso em 11105199 às 14:54:31 
Malvern lnstruments Ltd. Malvem UK +441684 892456 
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4.4) Lipossomas Multilamelares Encapsulando BSA 
Relatório de Análise de Tamanho de Partículas/Moléculas 
Titulo da Amostra• BSA {P/L) filllll• 0,.600135 
Oesctiçêoda ~ = Ml.V 
Operador= lgor Rícal'do 
Dados Obtidos em 11105199 às 15:20:51 
Tabela de Dados de Tamanho medido (nm} e% de Intensidade 
Tal'll8nho % Intensidade Tal'll8nho % Intensidade Tamanho 
212.4 0.5 708.5 7.6 2363.5 
246.9 1.2 823.7 7.9 2747.6 
287.0 2.2 957.5 7.9 3194.1 
333.7 3.3 11132 7.7 3713.2 
387.9 4.4 1294.1 7.3 4316.7 
451.0 5.5 1504.4 6.7 5018.3 
524.3 6.4 1748.9 6.0 5833.8 
609.5 7.1 2033.1 5.1 6781.9 
lnte0$idade Função de Correlação 
Size dimi!MionísJ CQI'relogram txl!Y·4J 
18000 35.0 ~ 
16500 20.0 
% Intensidade 
4.2 
3.3 
2.4 
1.6 
1.0 
0.5 
0.2 
0.0 
resíduos 
Residual!. v lime 
i {> "' t:JSOOO g 5.0;,. 
1w.oo "tl4 ~3500 
.s v 
:r:25.l)(l 4t 2 5:: '>-><H" 40.00 
5 lO 50 100 200 
Oiat~u:tcr (nm} {xl&'2) Chatm.:! 
Cumulants mean (Z Ave) 1200.0 
PARAMI:J.TROS 00 INSTRUI'IIIENTO 
~do!IOnda(Ml) .. 633 
'f~c2$.0 
~·90.0 
.. ~4700 
Polictíspersão 1.000 
PAAA.MI:rmoS OE MEDIPA 
Dura:;:6:>dafiiledí<.'le(1l)• 60 
TJpo de AnliííM " Conlln 
Nümorc do ?Qntoa }ljualilodol< .. 1 e 
Raziode~=1.2 
Pnmeito PcniD IJI4izado .. 65 
PARÀMETROS OA AMOSTRA 
~(CJll"0800 
pH•NIA 
I>AAÃMETROS OOS RESULTADOS 
NaF-• 74,9 
PAAÃMETROS 00 CORREI.AtlOR 
T~lleArriOistragem {1.111) « 0,5 
Fator do Oil8çlo • 2 
Mithlniode~· 20.3 
Cé. fot pcint 12322 
indíc:cdoRdtat;Ao dO~ .. 1.331 
illdil::elleRdtaç/k) da~· 2. 7<!0 
~daArnolslnlo• .00 
RazAc;SINUR!Ii<IO = 21. í 
Em> dO Ajuste. 0.0015 
F ... dltAnliííM• 100 
Plco , : Oi6melro Médio .. 1234.3 (Ml) .... fotpcint 1~ 
Estes Dados Foram Obtidos No Laboratório de Propriedades Cololdais e Reológícas 
DPBIFEOIUNICAMP 
Este Relatório follmpresso em 11J05199 às 15:21 :07 
Malvern lnstruments Ltd, Malvem UK +44 1684 892456 
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4.3) Lipossomas Multilamelares Encapsulando Mioglobina 
g 
Relatório de Análise de Tamanho de Partícufas/Molécutas 
Titulo da Amostra= Mio (P/1,) fina.! "'0,41001 7"1 
Oe$Ci!Çâo da Amostra= MLV 
Operador = lgor Ricardo 
Dados Obtidos em 11105199 ás 15:14:10 
Tabela de Dados de Tamanho medido (nm) e% de Intensidade 
TamanhO % Intensidade Tamanho % totenSidacle Tamanho 
164.7 0.5 549.6 7.4 11333.5 
191.5 1.2 638.9 7.7 2131.6 
222.6 2.2 742.7 7.8 2478.0 
258.8 3.3 863.5 7.6 2880.8 
300.9 4.4 1003.8 7.2 3349.1 
349.8 5.4 1167.0 6.7 3893.5 
406.6 6.3 1356.7 6.0 4526.3 
472.7 7.0 1577.2 5.2 5262.1 
Intensidade Funçlo de Correlação 
Siz.e dístributionfsJ Correlogrnm (xl0"'-3) 
13500 10.0· 
s.o 
% Intensidade 
4.3 
3.4 
2.6 
1.8 
1.2 
0.6 
0.3 
0.1 
reslduos 
Residuais v time 
12000 
"'6 "' ~O.OI)i ! 4 !:::IOSOO 
s 
g 'fj •.• 
"" 
2 U<)(l()(), ~-$.00· .... t 
87j()l) .HJ.OO. 
s !O 50 100 200 
l>iwnett~t(nm) (xl0"2) Chann<l 
Cumulants mean (Z Ave) 931.1 
PAAÃioiETROS 00 lNSTI'WIIAENTO 
~de0r1d.(Ml)•tl33 
T~•2M 
Ãngub•$0.0 
~ • .....__. .. 700 
PoHdíspersão 1.000 
PAAÃioiETROS OE MEOIOA 
Ovraç6c><'la ~(li) • ..a 
T!PQ de Anáfiose " Contin 
NUmero de Ponta&~- • 1!1 
Rlld'oode~•1.2 
Ptl~Tl~!Ji«) Pcnlo vtili:zaclo • El5 
PARh.IETR.oS DA AMOSTRA 
~(c;l)"' 0.8$0 
PAAAIIIIETROS OOS RJ:SUI.. TACOS PARAMETRos 00 CORREt..AOOfit 
T~de~(Wl)"' 0.5 
Fator de Oilaç6Q • 2 
~<10~•18,7 
l)H•NIA 
ln<lieetdc~do~·1.331 
!ndícede~da,..,_. .. 2.740 
~daAmoe.tra• .00 
NaF-• 29.1 
Rlld'oo SinliiR!.i!do .. tS. 3 
Em> do~ •0.0032 
F-.. de Análise• 100 
Plc:o 1: Olln:WroMédio•tl81.7 (nm} 
Cale, fllr PQint 113$5 
.... fw PQint 987(1 
Estes Oados Foram Obtidos No Laboratório de Propriedades Coloidaís e Reológícas 
OPB/FEOJUNICAMP 
Este Relatório foi impresso em 11105199 ás 15:14:23 
Malvern lnstruments Ltd, Malvern UK +44 1684 892456 
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4.5) Lipossomas Multilamelares Encapsulando Mistura 1 
Relatórjo de Análise de Tamanho de ParticulasiMoléculas 
Titt.do da Amostra= Mistura 1 4(1;2():40 {PIL} final= 1Ml00231 
Oescriçlo da Amostl$ = ML v 
Opefador = tgOr Rieardo 
Dados Obtidos em 11105199 às 13:17:46 
Tabela de Dados de Tamanho medido (nm} e o/o de Intensidade 
IQ, 
5 
Tamanno %1nté~ tamanho : % mtênsldade Tamanho % !ntensldcide 
204.0 1.4 680.7 9.7 2271.1 
237.2 3.5 791.3 8.5 2640.2 
275.7 5.7 919.9 7.1 3069.4 
320.5 7.8 1069.5 5.6 3568.3 
372.6 9.3 1243.3 4.2 4148.4 
433.2 10.3 1445.4 2.8 4822.7 
503.6 10.7 1680.4 1.7 5606.6 
585.5 10.4 1953.5 0.9 6518.0 
Intensidade Função de Correlação 
Síu: distributioo( s) ()I;I()A4} Conehl{!ram (xl0'-4) 
50 
45 !\.0 > 
... 
40 lo.oo· ~ 35 ·~ ' 
v 0:..!\,Uil:_ ti 30 
8 25 
5 w $0 100 200 
Di~~mC~Crl-) (xlt)"'2} o..u-1 
Cumulants mean (ZAve) 1153.2 Polidispersão 1.000 
PARÃME!TROS 00 INSTRIJMENTO 
~<10 0<1<1atnm) •m 
1'~•25.0 
Angulo- $0.0 
~ .. ~4100 
P.ARÃMeTROS De MEO!OA 
!MIOÇêodll Medlda<-l" <I$ 
Tl$l<l dO Anáfi!IO" CoAIJn 
~ctePonlo$~·18 
Raziod&~" 1.2 
Pnmeiro Pclnlo Wizado • as 
0.3 
0.1 
0.0 
0.0 
o. o 
0.0 
o. o 
0.0 
residuos 
Residual> v time 
:!00 4{)\) 
Tímt:íus) 
P.ARAMerf!OS OA AMOSTRA 
~(c;l)* 0.890 NaF-• :3$.5 
PAAÃME"l'ROS 00 CORR€!..AOOR 
T""l)l do: Amo!lln!gcm (US) " 0.5 
F>*ltd0~"2 
~de~•t07.& 
Cale. f1llr point 277608 
)'IH• N/A 
IndicO <10 Rdfaoçtodo ~ • 1.331 
lndlcOdo:~dci~•:OH40 
~-~·.(10 
Razio $ina11Rv/do• 25.0 
Etro do Ajuste • O.QCl04 
Fai>cade Anà1ise •100 
Píc:o 1; Oilimelro 1!116d!o• 6$2.0 (nm) ..... fllt point 342368 
Estes Dados Foram Obtidos No laboratório de Propriedades Coloidais e Reológícaa 
OPBJFEOIUNICAMP 
Este Relatório foi lmpre$SQ em 11105199 às 13:18:15 
Malvem lnstruments ltd, Malvem UK +44 1664 892456 
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4.6) Lipossomas Unilamelares Vazios 
Sizing analysis report 
lgor I Data taken on 25108198 at 10:00:42 
30-. 
Sa.e distributicm(s) 
50100 500 
Diam.::tcr (run) 
lntem>ity 
50100 500 
Dillrnetcr (run} 
Correlation function 
Size distribution(s) 
~ ------ --------
]1os; 
uoo 
~ 75 
lO 50100 5()() 
Diametcr(nm) 
Volume 
10(} 200 
Cb~~Jl!h:l 
Data points 
.., 
~0.00-""'X:?< 
"' . ~5.~ 
"' 
-10.00'------·--··--·--
1 2 
Time(us) (x10"3} 
residuais 
RcJax. time di."!tributíon(lll} 
5 10 
Relaxation Time(us} {x10"3) 
Cumulants mean (Z Ave) 123.9 Polydispersity 0.073 
SAMPI..E TITLES 
Tllle 1st llne .. lgor 
Tille 2nd 11ne "Upo&sotnas nao ~ 
Tllle 3rd tine .. tgor 
Flledata ftom UI/e Sb Rtle«d 13 
SAMPLE PARAMETERS 
V~scos~ty {ep) • o.eocl 
pH•NIA 
~nt Rl•1.331 
SampleRl = 1.600 
Sample Aba. " .00 
INSTRUMENT PARAMETERS 
WlMifengtl'l (nm) • 633 
Temperature "':25.0 
Angle=9:l.O 
~4700 
RESVLT PAAAMETERS 
In Range"' se.s 
Signa!INoi$e: ratio .. 36.0 
Fit error • O.<XX>2 
Analy$ía range"' o 
Peak 1 :lntensíl:y- 123.1 
Peak 2:!ntensíl:y- t22.S 
MEASUREMENT PARAMETER$ 
~duratlon($1\!C}* 155 
Analysis type " Aulo:CONTIN 
NIJI'IIW of fitted points = 27 
Sp;leing ratío " 1.2 
Fnt point ~ "'9 
CORREI..ATOR PARAMETERS 
Corr.Sample time {1.1$) " 0.5 
Dilltlon faelor • z 
Thculanda Count:slaee .. 334.9 
Cale:. far poínt e673420 
Ma$. far poínt 8674378 
A êndice 
4.7) Lipossomas Unilamelares Encapsulando BSA (2,0 mg/mL) 
Sizing analysis report 
fgot3 f Data taken on 25108198 at 10:49:46 
~ ~~~~:~~~~~~~ 
30 
~ 
~ 20 c " 
~lO~---~--;--------
"' 
50 100 500 
Diameter (nm} 
lntensity 
.5w-------
~ 
; 10---
0 < 
50 100 500 
Diametet (nm) 
Correlatioo functíon 
50 100 500 
I.>ia:meter (nm) 
Volume 
100 200 
CbamtcJ. 
Data poínts 
l 2 3 
Time(us) (xHY'3) 
residuais 
Rela.x. time mstributiol:l(s) 
~; 
30 ~ 
l 2 
Rela.xatron Tune(IISJ (xl0"3) 
Cumulants mean (ZAve) 1322 Polydíspersity 0.076 
SAMPl.E TIT!.E$ INSTRUMENT PARAMETERS 
T!lle llt line "' lgo(3 WlMllength (nm) "'633 
Tllle 2nclline "' L.iposaoma&~ BSA:J;Temperature"' 25.0 
Tltle 3rd line .. !gar Angle = QlO 
File data from Uve a.1ze Record 17 Auto6ízef 47a.l 
SAMF'l.E PARAMETERS 
V'tacoslly (çp) .. 0.890 
pH•NIA 
Ollpetsartt RI = 1.331 
Sample R! ,. 1 .«C 
Sample Aba. "' .00 
RESO!.TPARAMETERS 
In Range,. 91.0 
Signa~~Noise ratio = 5!3.2 
Flt error :OJXD1 
Arlalysia nmge .. o 
hei< 1 :lnkmsi!y mean 126.3 
f>eak Z:lntensity mean 126.3 
MEASUREMENTPARAMETERS 
Measurement éiJiatJon {aec) .. m 
Arlalysia type" Auto:CONTIN 
Numl,)er of fltted point$ .. 26 
Spaeing ratio " 1.2 
Fttst point usecl = 9 
CORRE!.ATOR PARAMETERS 
COtr.Sampietime {US)"' 0.5 
Oílation faotar = 2 
Thousandl Cc!mlslaec ,. 222.1 
Cale. far point 6713612 
Meu. far point 6777'231 
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4.8) Lipossomas Unilamelares Encapsulando BSA (4,0 mg/mL) 
Sizing analysis report 
lgor:2/ Data taken on 25108198 at 10:20:06 
~ 
.; 20 - - - --- -r - - - - - - -
= < #, lO ~'- - - - - - ~· - - • -· - - - -
lO 50 l 00 500 000 
Dimletcr (nm) 
lntensity 
lO 50 100 500 000 
Dimletcr tom) 
Correlatíon functíon 
~ 20 
ü 
·
5 10 t. 
(xl0"5) 
135 
120 
1: 
u 
~ 75 
.8oo 
10 50 100 500 000 
Diam.etcr (um) 
Volume 
100 200 
Channcl 
Data polnts 
Residuais v tim~ 
(x10"·3) ~-··~-~-- -~-----·-, 
20.0; 
.., 1o.o: 
11 ~ ';'< \•' -a.o.~-~ ! lO.~ , .. X ,.. •. 
-20.00 " 
5 lO 15 10 
Túru:(us) (xl0"3) 
residuais 
Rela.x. time dh>'tributioo( s) 
40 .----·-· 
30. 
500500 3000 4500 6000 
~la.utioo Time<u.'~) 
Cumulants mean (Z Ave) 138.5 Polydispersity 0.129 
SAMf>LE. TITLES lNSTRUMENT PARAMETERS 
Title 1st 1me " lgor2 Wllveleflglh {nm} = 633 
Title 2nd llne:: ~~o 6SAl;tTernpe!1llture ":.1$,0 
T'ltle 3rd fine .. Jgor Angle .. 90.0 
Fileoata from Uve ISI:te Record 15 A~ 4700 
SAMPLE PARAMETERS 
VISCOIIlty (ep) ,. 0.890 
pH•NIA 
Oisper$ant RI o: 1.331 
Sample RI " 1.a:xl 
Sample Abs .... 00 
RESUL T PARAMETERS 
In Range • 94.9 
~ ra!jo .. 00.6 
Fil error., o.o::m 
ANI!y&l$ range" o 
Peak 1 :lntensíty rnean 131 .6 
Peal< 2:Jntensltv rnean 134.6 
MEASUREMENTPARAME.TERS 
~ dura!IOO (llieC} .. 258 
Analysis type" Auto:CONTlN 
Number of tltted point& ,. 36 
Spaeing ratio "' 1 .2 
First point U$ecl• 9 
CORRELATOR PARAMETERS 
Corr.Sample time (115} .. os 
Oilatton faetor • 2 
Thousarlds~ .. 236.9 
cale, fat point 7241977 
Men. fatpoint ~ 
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4.9) Lipossomas Unilamelares Encapsulando BSA (6,0 mg/mL) 
Relatório de Análise de Tamanho de Particulas/Moléculas 
Tiulo da Amostm = lgor4a 
~da Amostra= Upouomu encapsulando SSA 
OperadOr= tgor 
DadOS Obtidos em 17109198 às 14:31:21 
Tabela de Dados de Tamanho medido (nm) e% de Intensidade 
~Tamanho 1% Intensidade 
~ ~-~·~-----..:-., 
16.5 
20.2 
24.7 
30.2 
36.9 
45.0 
55.0 
67.2 
40 -----*-----~ 
30 ~ 
~ 
~ 20-
;:; 
·;m~· ·"· ··-· 
0.3 
o.o 
0.0 
o. o 
0.0 
0.0 
0"0 
0.0 
Tamanho :% Intensidade Tamanho ~ 
82.1 0.0 401.4 0.0 
100.3 5.0 491.1 o. o 
122.5 23.4 608.1 0.0 
149.7 35.1 742.9 o. o 
182.9 26.8 901.6 0.0 
223.5 9.4 1108.7 0.0 
213.0 0.0 1354.5 0.0 
333.5 o. o 1654.8 0.0 
Função de Correlaçêo 
Correlogwn (xl(YI.3) ~-
25.0~ 
"'10.0{ 
1 ~,..;*:>'( '""'' :S.S.()()l . 
~ 1 
t<20.0f! 
113 
.,.. . 
.:;s.od~---------
100 200 1 2 3 4 
Charmcl Ttme(us}(x10"3) 
Cumulants mean (Z Ave) 165.5 Poiidispersão O. 101 
PAAÃMETRO$ 00 INSTRUMENTO 
~deOnda{nm} "'633 
T~•Z'/.7 
Âl'lgtílo .. SlO.O 
E~'"~47<Xl 
PARÂMETROS OA AMOSTRA 
VfSCOSidaótt (cp) = 0.836 
pH•NIA 
Na Fàa '" 99.4 
Rllll!'.lo Sinai/RI.Ik:b.. S12 
Erro do Ajuste" OJlXl1 
Fàa de Análise= O 
PARÂMETROS OE MEOIOA 
IJulwçlo da Medida ($) .. 1..C 
1lpc de Anlíllle • Auto:CONTIN 
Hw-odePcntoa~ •29 
Rllll!'.lode~•i.2 
Primeiro Ponto IJliiiZ:ado .. 9 
PARAMêTROS OOCORREt.AOOR 
Tempode~(us)• 0.5 
F8torde Ollaç6o • 2 
t.lllbare$ de Conlageml;l:s .. 3'51.1 
Cllc. far point SE00710 
lndlce de ~do Dlspenlante =13-'1 
lndlce de ~-llom.ollra,. 1.«X> 
~nela da~· .00 Pie» 1: Dllmelro Wdlo ,.156.8 (nm) Meu. farpoint ~ 
A êndice 
4.10) Lipossomas Unilamelares Encapsulando BSA (8,0 mg/mL) 
Relatório de Análise de Tamanho de Partículas/Moléculas 
Titulo da Amostra = lgor4a 
Oescnçao da Amostra= Upossomas encapsulando BSA 
Operador= lgor 
Dados Obtidos em 171G919S às 14:42:18 
Tabela de Dados de Tamanho medido (nm) e %de Intensidade 
:10~-~ 
l 
i 
"fàmãntiõ~ % tntensidãéfa 
, ______ _,,__,, ____ ,...,._c<-·~,.Y···~ 
11.7 
14.8 
18.6 
23.4 
29.5 
37.1 
46.7 
58.8 
Intensidade 
Size dilltrihution(s) 
0.0 
0.0 
0.0 
0.0 
0.0 
0.0 
0.0 
1.1 
Tamanho % Intensidade Tamanho % Intensidade 
''-!'<=~-""~ -~"-'"""'~"''-/•-'HM>~"~.........._, __ "'"'~~~,_,.,.,,._N"-?'R'" 
74.1 3.7 467.8 0.0 
93.3 8.7 588.9 0.0 
117.4 18.8 741.5 0.0 
147.8 27.5 933.6 0.0 
186.1 25.6 1175.4 0.0 
234.4 13.6 1479.9 0.0 
295.1 1.0 1863.3 0.0 
371.5 0.0 2346.0 0.0 
'""""'""'"-"'~=«--
Função de Correlação resíduos 
Residuais v time 
20 • 
(xl<Y'~3) 
3o.o: 
15.0~ 
I 
:g 20 r 
c :!-o.~K"(y :: .,.. 2'~ " <e õ 
.5 10' 
;# 
8 15 . 
u !u.~ 
114 
8 ·30.00~"~·~-------' _J 
100 200 
Chan.od 
.50(1500 3000 4500 6000 
Timc(us) 
Cumulants mean {Z Ave) 165.9 Polidispersão 0.166 
PAAAMETROS 00 INSTRUMENTO 
COmprimento de 01\da {nm} .. 633 
Temperatura" 27.8 
Ãngulo=90.0 
Equipllmento "' Autoslzer 4700 
PARÂMETROS DE MEOJOA 
Oun!Çlo ®Medida{&} .. 200 
Ttpa deAnáliM '"Auto;CONTlN 
~de Porlto&Ajustado$. 31 
Razlode E~ .. 1.2 
Primeiro Ponto UtiliZado • 9 
PARÂMETROS OA AMOSTRA 
~{ep}" 0.836 
pH•N/A 
PARÂMETROS OOS RESVt.TAOOS 
N&Fallak• 9EI.6 
PARAMe'TROS OOCORRE!.AOOR 
T«npodeAmollragem (w) a 0.5 
Fatorde~=2 
Miltlnsde~· 349.4 
cale. far poirt 1~ 
lt'ldice de Refraçlo do Oispersante • 1.331 
!t'ldice de Retraçio ® Al'l'tOstl'll• 1.a:D 
Al:>sorbâncla Qa Al'l'tOstl'll " .00 
Razlo Slnai/Ruldo"' 63.4 
Erro c1o Ajuste "' a.cxxn 
Fú:a de Análíse "' O 
Pico 1: Olametro Médio "' 156.7 (nm) Meu. far point 1220'3S79 
